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Introducción.
Helicasas: macromoléculas remodeladoras de ácidos nucleicos
Una propiedad bioquímica fundamental de los polímeros biológicos lineales denominados ácidos
nucleicos  es  su  capacidad  de  unirse  con  elevada  afinidad  y  especificidad  inter-  e
intramolecularmente a través de sus bases nitrogenadas. Las uniones entre pares de bases presentes
en  regiones  con  secuencias  complementarias  posibilitan  que  los  ácidos  nucleicos  adopten
conformaciones  con  distintos  niveles  de  organización  (estructuras  secundarias,  terciarias  y
cuaternarias). Esta propiedad involucra incluso la acción de ciertas proteínas especializadas, como
las histonas, que constituyen los nucleosomas y regulan la compactación del ADN genómico, o
también, presentando un efecto opuesto, las proteínas especializadas en unirse al ADN o al ARN de
cadena  simple  que  impiden  la  interacción  entre  las  bases  complementarias  de  dichos  ácidos
nucleicos. Desde las conformaciones más simples, como los segmentos lineales de hebras de ARN
o ADN, hasta las más complejas, como la que adopta el ADN genómico en la cromatina o el ARN
ribosomal,  las  estructuras  que  conforman  los  ácidos  nucleicos  se  encuentran  estrechamente
relacionadas con la actividad biológica que presentan en el medio celular. A modo de ejemplo, una
molécula de ARN que adopta una conformación lineal puede degradarse rápidamente en el medio
intracelular.  Sin  embargo,  si  esa  misma  molécula  se  pliega  sobre  sí  misma  y  adopta  una
conformación de “horquilla” con un segmento de cadena doble del tamaño apropiado  no solo su
velocidad de degradación disminuye sino que puede desencadenar una respuesta vital en el contexto
del metabolismo celular.
Las transiciones  macromoleculares  entre diferentes  estados conformacionales  (cadena simple ↔
cadena doble; cambios en la combinación de segmentos apareados entre sí; forma lineal abierta ↔
forma  cerrada  con  extremos  apareados)  constituyen  uno  de  los  principales  elementos  que
contribuyen a la  regulación  de la  actividad biológica  de los  ácidos  nucleicos.  Más aun,  dichas
transiciones  son  imprescindibles  para  desarrollar  buena  parte  de  los  procesos  que  integran  el
metabolismo de los ácidos nucleicos: replicación, transcripción, traducción, “splicing”, reparación,
transporte entre compartimentos celulares.
La interconversión conformacional o tautomería implica cambios en el orden espacial de los ácidos
nucleicos que involucran la formación y ruptura -transitoria o permanente- de uniones no covalentes
entre pares de bases complementarias, o entre el ácido nucleico y proteínas unidas al mismo. En
algunos casos la transición de una conformación a otra es termodinámicamente favorable pero, aun
así, la ruptura de uniones está cinéticamente impedida por no responder a las escalas de tiempo
propias del metabolismo celular. En otros casos, el cambio es termodinámicamente desfavorable, tal
como suele ocurrir en el proceso de desplegamiento de una cadena doble de ADN o ARN para dar
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las  correspondientes  cadenas  simples  de  los  mismos.  Estas  transiciones  imposibilitadas
cinéticamente y/o termodinámicamente desfavorables se ven facilitadas o impulsadas por la acción
de proteínas especializadas en disociar pares de bases complementarios  y/o ácidos nucleicos de
proteínas: las helicasas (1, 2)
Las  helicasas  son proteínas  que presentan  la  capacidad  de desplegar  cadenas  dobles  de ácidos
nucleicos, ADN y/o ARN sin consumirse en el proceso, es decir reciclándose, pudiendo efectuar el
desplegado de múltiples hebras dobles de ácido nucleico o bien el desdoblamiento de segmentos de
ácido nucleico  que exceden en longitud  el  tamaño físico de la  helicasa.  Estas  proteínas  logran
impulsar  esta  transformación,  que  suele  ser  termodinámicamente  desfavorable,  acoplando  una
reacción exergónica, como lo es la hidrólisis de nucleósidos trifosfato (NTPs) (1). 
Se  sabe  que  empleando  la  energía  libre  de  la  unión  e  hidrólisis  del  NTP  las  helicasas,  i)
desestabilizan las uniones que existen entre los pares de bases complementarios de las dobles hebras
de ácidos nucleicos y ii) se trasladan en direcciones únicas y definidas a lo largo de los filamentos
de ADN o ARN. Las  helicasas  actúan ‘procesivamente’  -completan  múltiples  ciclos  de trabajo
unidas al ácido nucleico sin disociarse-, a velocidades que alcanzan hasta los 500-1000 pares de
bases por segundo y se integran a un conjunto más amplio de proteínas denominadas  ‘motores
moleculares’ dado que operan como transductores de energía química (hidrólisis de nucleósidos
trifosfato)  en  trabajo  mecánico  (desplazamiento  direccional  sobre  cadenas  simples  y
desdoblamiento de cadenas dobles de ácidos nucleicos) (3, 4).  Este acople mecano-químico es la
base física del proceso de transducción de energía que desarrolla un motor molecular y es objeto de
estudios teóricos y experimentales orientados a entender su mecanismo molecular. Ver por ejemplo
(5, 6).
En los últimos 15-20 años se ha estudiado y avanzado mucho en el conocimiento de los detalles
moleculares  del  mecanismo  de  funcionamiento  de  numerosas  helicasas.  Sin  embargo,  aún
permanecen abiertas a formularse y pendientes de explicación múltiples preguntas que den cuenta,
desde el detalle estructural de la proteína, de los principios físicos y los mecanismos moleculares
que emplean estas proteínas para ejecutar las tareas que enumeramos arriba  (1, 2, 7, 8). En este
sentido, debemos destacar que el avance del conocimiento del que hacemos mención se desarrolló
preponderantemente sobre el estudio de numerosas helicasas de ADN; bastante menos se conoce
sobre el mecanismo de funcionamiento de las helicasas de ARN.
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El virus del dengue y la proteína NS3
El virus y su incidencia.
El virus del dengue (VD) es un arbovirus (arthropod-borne virus) y es el agente causal de la fiebre
del dengue y de la fiebre hemorrágica del dengue. Se han identificado 4 serotipos del virus los
cuales  se  encuentran  extensamente  diseminados  en  zonas  tropicales  y  subtropicales  de  todo  el
planeta donde habitan los mosquitos que lo portan y transmiten,  Aedes aegypti aegypti, y  Aedes
albopictus. Se estima que entre 50 y 100 millones de personas están infectadas por dengue, y que se
producen  unas  10  millones  infecciones  cada  año.  En  Argentina  el  dengue  es  epidémico  y  la
aparición de casos está limitada a los meses de mayores temperaturas y precipitaciones en estrecha
relación con el desarrollo de brotes en los países limítrofes (9).
Hasta el  momento,  la medida más eficaz para prevenir las infecciones por dengue es evitar  las
picaduras de los mosquitos y combatir la reproducción de los mismos. Sin embargo, en diciembre
de 2015, se aprobó en México una primera vacuna contra el dengue. Esta vacuna inmuniza contra
los 4 serotipos (tetravalente) aunque se estima que para cada caso lo hace con distinta efectividad.
Durante 2016 su uso fue aprobado en otros 10 países donde el  dengue es endémico:  Filipinas,
Brasil,  El  Salvador,  Costa  Rica,  Paraguay,  Guatemala,  Perú,  Indonesia,  Tailandia  y  Singapur
(http://www.sanofipasteur.com/es/articles/primera_vacuna_contra_el_dengue_aprobada_en_mas_d
e_10_paises.aspx). Al momento  de escribir este trabajo la autoridad sanitaria local no aprobó aun
su empleo en la Argentina (http://www.telam.com.ar/notas/201604/143574-salud-argentina-dengue-
vacuna-organizacion-mundial-de-la-salud.html). En la actualidad otros desarrollos de vacunas están
siendo examinados  en fases  clínicas  de ensayo.  Ahora,  más allá  de las medidas  de prevención
mencionadas arriba, aun no existen antivirales disponibles para tratar la infección por dengue y la
búsqueda de fármacos que inhiban la replicación del virus es un área de investigación de intenso
trabajo al día de hoy (10, 11) .
Biología molecular del virus del dengue.
Numerosos  estudios,  publicados  principalmente  durante  las  dos  últimas  décadas,  permitieron
grandes avances  en la  comprensión de la  biología molecular  del  dengue  (12,  13).  El  virus  del
dengue  pertenece al  género  Flavivirus de  la  familia  Flaviviridae,  al  igual  que  otros  arbovirus
patógenos  importantes  como los  virus  de  la  fiebre  amarilla,  del  Zika,  del  Nilo  Oeste  y  de  la
encefalitis japonesa. Estos virus presentan partículas virales con envoltura y su genoma consiste en
una molécula de ARN simple de polaridad positiva, esto es, con una secuencia de bases ordenadas
en el sentido necesario para ser traducido. Este ARN codifica para una sola cadena polipeptídica,
una poliproteína que se inserta co-traduccionalmente en la membrana del retículo endoplasmático
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de  la  célula  huésped  y  es  co-  y  post-traduccionalmente  procesada  y  clivada  en  sus  proteínas
componentes8; 9. 
En el caso del virus del dengue del clivaje de la poliproteína resultan 3 proteínas estructurales y 7
proteínas no estructurales (12, 13)
Ambas  enzimas,  NS3  y  NS5,  son  multifuncionales,  se  cree  que  modulan  sus  actividades
mutuamente13 y, en conjunto, son esenciales para la replicación viral. Por este motivo la NS3 y la
NS5 constituyen los blancos naturales para el diseño de inhibidores de este proceso14.
La proteína helicasa-proteasa NS3.
La proteína no estructural 3 (NS3) está constituida por una única cadena polipeptídica de 618 restos
de  aminoácidos  de  unos  70  kDa.  Es  una  proteína  soluble  que  posee  dos  superdominios  con
diferentes actividades enzimáticas: uno, a partir del N-terminal, con actividad serinoproteasa, y el
otro  formado  por  los  residuos  comprendidos  entre  la  posición  171  y  el  extremo  C-terminal
(aproximadamente  50  KDa),  presenta  actividades  helicasa,  nucleósido  trifosfatasa  (NTPasa)  y
ARN-5'-trifosfatasa (14, 15). . El dominio serina-proteasa de la NS3, luego de ser activada por otra
proteína viral llamada NS2B, participa del clivaje de la poliproteína viral. La NS3 cataliza un paso
esencial en la formación del capuchón 5´ del ARN viral (actividad 5´-ARN-trifosfatasa ) lo que
posibilita la traducción del mismo ARN por la maquinaria biosintética de la célula hospedadora.
Dado que ambos superdominios pueden obtenerse como proteínas recombinantes independientes, se
pudieron estudiar las NS3 de varios flavivirus tanto en sus formas completas como los dominios
helicasa  (NS3h) y proteasa aislados  (ver  citas  en Bollati  et  al.  2010  (16)).  Como resultado de
estudios cristalográficos se determinó que la estructura de la NS3 se corresponde con la de las
NTPasas de loop-P y, dentro de estas, con las ARN-helicasas DExH de la superfamilia 2 (SF2) (17,
18).  Asimismo, se sabe que el dominio helicasa de la NS3 está constituido por tres dominios de
entre 130 a 150 aminoácidos cada uno. En los dos primeros dominios N-terminales, se localiza el
sitio de unión de nucleótidos y metales divalentes (Mg2+ o Mn2+) y el sitio catalítico de su acción
trifosfatasa  (19,  20).  En  la  hendidura  que  forman  el  último  dominio  con  los  dos  primeros  se
constituye el sitio de unión al ARN de cadena simple o doble  (21).
Mecanismo de funcionamiento de la helicasa NS3
Se conoce muy poco acerca de los detalles moleculares del mecanismo de funcionamiento de la
helicasa  NS3 del  virus  del  dengue.  Los  trabajos  existentes  estudiaron aspectos  parciales  de  su
funcionamiento  y  la  diversidad  de  condiciones  experimentales  empleadas  en  aquellos  estudios
dificulta  severamente  la  comparación,  análisis  e  integración  de  esta  base  experimental.  La
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información disponible revela que se han caracterizado cualitativa antes que cuantitativamente unas
pocas propiedades de las actividades NTPasa y helicasa.
A continuación presentamos un compendio de antecedentes sobre las propiedades de la helicasa
NS3 del virus del dengue con los cuales contábamos al momento de pensar y formular el presente
proyecto:
1. Presenta  actividad  NTPasa,  es  decir,  es  capaz  de  catalizar  la  hidrólisis  de  nucleósidos
trifosfato como ATP, GTP, CTP y UTP, para dar fosfato y el correspondiente nucleósido
difosfato (14, 22) 
2. La presencia de Mg2+ es esencial  para que se verifique actividad NTPasa, aunque puede
reemplazarse por Mn2+ (14, 23).
3. Cataliza  la  hidrólisis  del  fosfato  gamma  del  ARN-5′-trifosfato  (actividad  ARN-5′-
trifosfatasa) en el mismo sitio en el que se produce la hidrólisis de NTPs (15).
4. El  ARN de cadena simple se  une a la  proteína  y actúa como activador  de la  actividad
NTPasa (14).
5. Despliega cadenas dobles de ARN empleando la energía de hidrólisis de cualquiera de los
cuatro nucleótidos: ATP, CTP, GTP o UTP (actividad ARN-helicasa) (24). Esta propiedad
se manifiesta sólo cuando el ARN presenta un segmento de hebra simple en su extremo 3′
(3′ overhang). En esta condición también despliega cadenas híbridas de ARN/ADN, aunque
no lo hace con cadenas dobles de ADN (25).
6. El estudio de las estructuras cristalográficas de la NS3 reveló la existencia de: i) un sitio de
unión al ARN en el que se identificó un segmento de 7 nucleótidos de longitud unido a la
proteína con una polaridad 3′ a 5′ conservada en todas las estructuras y ii) otro sitio donde se
une un nucleótido tri- o di-fosfato asociado a Mn2+ (19-21, 26).
Formulación de un modelo cinético de un proceso fisicoquímico.
Desde el punto de vista fenomenológico de la cinética química clásica, la formulación de un modelo
cinético implica, por un lado, la definición de las reacciones elementales o sistema de reacciones
que forman parte del proceso estudiado en términos de estados discretos de las especies químicas
participantes y, por otro lado intrínsecamente asociado al primer aspecto, la asignación de las leyes
de velocidad que rigen cada uno de estos pasos (27). Ambos elementos del modelo cinético de un
mecanismo dan lugar a la definición del sistema de ecuaciones diferenciales respecto del tiempo
que  rige  al  sistema  de  reacciones,  es  decir,  que  gobierna  a  la  evolución  temporal  de  las
concentraciones de especies intervinientes.
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Identificación de procesos involucrados en el funcionamiento de la helicasa NS3.
El funcionamiento de una helicasa,  en su rol de acoplar  una reacción exergónica catalizada,  la
hidrólisis de nucleósidos trifosfato,  con el trabajo mecánico de desplazarse a lo largo de ácidos
nucleicos, puede ser descripto de modo general en términos de un ciclo de trabajo. El conocimiento
acumulado  sobre  estos  motores  moleculares  con  actividad  helicasa  y,  en  particular,  los
conocimientos disponibles acerca de la proteína NS3 del virus del dengue expuestos previamente
nos permite identificar los siguientes procesos involucrados en su ciclo de trabajo:
• Catálisis de la hidrólisis de nucleósidos trifosfato (NTP) para dar NDP y ortofosfato (Pi).
• Interacción con nucleósidos trifosfato (NTP) y de los productos de su hidrólisis (NDP y
fosfato) a través del sitio catalítico NTPasa.
• Interacción con ácidos ribonucleicos (ARN) a través de la hendidura de unión al ARN.
• Acople entre la interacción con ligandos del sitio catalítico y la interacción con el ARN.
Interacción entre sitios.
• Locomoción sobre cadenas simples de ARN.
• Desdoblamiento de cadenas dobles de ARN.
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Objetivos.
Objetivo general marco.
El  presente  trabajo  se  propone  contribuir  al  objetivo  general  de  dilucidar  el  mecanismo  de
funcionamiento de la helicasa NS3 del virus del dengue en términos de los procesos moleculares
que  dan  cuenta  del  acople  entre  la  hidrólisis  de  nucleótidos  trifosfato  y  el  trabajo  mecánico
realizado sobre el ARN. Tal objetivo significa formular una descripción molecular del proceso de
transducción identificando el origen de las fuerzas que participan, lo cuál a la vez implica articular
múltiples  conocimientos  procedentes  de  estudios  cinéticos,  termodinámicos  e  información
estructural con resolución a escala molecular.
Objetivos específicos.
Los estudios desarrollados en esta tesis se circunscriben a dos aspectos básicos del ciclo de trabajo
de este motor molecular: la catálsis de la hidrólisis de nucleósidos trifosfato y la interacción de la
proteína con el ARN.
El presente plan de tesis propone desarrollar los siguientes objetivos específicos
Parte I. Estudio de la catálisis de la hidrólisis de nucleósidos trifosfato por la proteína NS3 del
virus del dengue mediante cinética de estado estacionario.
1. Obtener las curvas de sustrato y determinar los parámetros cinéticos de estado estacionario
de la actividad NTPasa para los sustratos ATP, GTP, CTP y UTP en ausencia de ARN.
2. Establecer la especificidad de la helicasa NS3 por la serie de nucleótidos estudiados en el
apartado anterior en ausencia de ARN.
3. Determinar el número de sitios de la proteína donde se produce la catálisis de la hidrólisis de
los nucleótidos y establecer la selectividad de los mismos por los diferentes NTPs.
4. Caracterizar  el  efecto que ejerce  el  ARN sobre los  parámetros  cinéticos  de la  actividad
NTPasa.
5. Formular  un  modelo  cinético  mínimo  que  reproduzca  y  explique  el  conjunto  de  los
resultados experimentales obtenidos tanto en ausencia como en presencia de ARN.
Parte II. Caracterización termodinámica de la interacción entre la proteína NS3 helicasa y el ARN
de cadena simple.
1.  Establecer el estado oligomérico de la proteína NS3 en solución.
2. Obtener las isotermas de unión entre la NS3 y poli- y oligonuceótidos de ARN de cadena
simple de distinta longitud y secuencia de bases.
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3. Determinar  la  estequiometría  del  proceso de unión estableciendo el  tamaño del  sitio  de
unión al ARN de la NS3, es decir, el número de nucleótidos de ARN que hacen contacto con
la proteína.
4. Determinar el tamaño del sitio de oclusión de la NS3. Ello significa obtener el número de
nucleótidos que abarca la NS3 unida al ARN que resultan inaccesibles a otras moléculas de
proteína.
5. Obtener el valor de la constante intrínseca de asociación NS3/ARN y el correspondiente a la
energía libre de Gibbs que caracteriza el proceso de unión.
6. Determinar si la unión de la NS3 al ácido nucleico es del tipo específica o inespecífica.
7. Verificar si existe cooperatividad en la interacción proteína-proteína como resultado de la
unión de múltiples moléculas de NS3 al ácido nucleico.
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Materiales y Métodos.
Reactivos generales.
Se utilizaron reactivos de calidad analítica.
Todas las soluciones empleadas en experimentos con ARN fueron preparadas en agua destilada y
filtrada  (MilliQ,  Millipore  Corporation)  que  no  presentó  actividad  ARNasa  detectable.  Las
concentraciones  de  EDTA y MgCl2 en  las  soluciones  stock  fueron determinadas  por  titulación
volumétrica empleando el indicador negro de eriocromo T (NET) y una solución estándar de Zn2+
(28). Los nucleótidos ATP, ADP, CTP, GTP y UTP fueron adquiridos comercialmente en la forma
de  la  sal  di-  o  tri-sódica  liofilizada.  Sus  concentraciones  fueron  determinadas
espectrofotométricamente (29). 
Expresión y purificación de proteína NS3 del virus del dengue.
Se obtuvieron  secuencias  que  codifican  para  la  proteína  NS3 a  partir  del  ADNc de  un  clon
infeccioso  de  VD  del  serotipo  2  (número  de  acceso  U87411  del  Gene  Bank)  (30).  Estas
construcciones  fueron clonadas  en el  ventor  pET-28a (Novagen,  Madison, EEUU) para dar los
plásmidos  pET-NS3h  y  pET-CF47-NS3f  los  cuales  fueron  usados  para  expresar  con  alto
rendimiento la proteína recombinante conteniendo una cola N-terminal de hexa-histidina en E. coli
(24). El plásmido pET-NS3h codifica para el dominio helicasa de la NS3 (residuos 171-618). El
plásmido pET-CF47-NS3f fue ensamblado conteniendo la secuencia hidrofílica de 47 aminoácidos
de la NS2B (aminoácidos 49-95) unido por un conector de 9 aminoácidos (GGGGSGGGGG) a la
secuencia  completa  de  la  NS3 (aminoácidos  1-618).  Con el  fin  de  evitar  la  degradación  auto-
proteolítica de la proteína, la histidina 51 perteneciente a la triada catalítica del dominio proteasa
fue  reemplazada  por  alanina.  Esta  mutación  elimina  la  actividad  proteasa  de  la  proteína.  Los
procedimientos de expresión y purificación de la proteína fueron idénticos a los descriptos en un
trabajo  previo  (24).  La  homogeneidad  de  las  preparaciones  de  proteína  fue  determinada  por
electroforesis  en  gel  de  poliacrilamida  en  presencia  de  dodecilsulfato  de  sodio  (SDS-PAGE) y
tinción con Coomassie Brillant Blue. El producto purificado se almacenó a -70 °C.
La concentración de la enzima en las alícuotas almacenadas fue calculada a a partir de la medida
de absorbancia  a  280 nm empleando  el  coeficiente  de extinción  molar  en el  buffer  de diálisis
(HEPES o MOPS 50 mM /KOH pH 7.0 (25 °C), glicerol 5% v/v, KCl 200 mM, DTT 0.20 mM),
ε280nm, 25°C = 70.9 mM-1 cm-1 para la NS3h (obtenido por el método de Edelhoch (31); ver Resultados)
y ε280nm, 25°C = 108.25 mM-1 cm-1 para la NS3f (obtenido por el método de Page (31)). Se verificó que
la masa de proteína calculada a partir de la concentración molar y el peso molecular es equivalente
a la masa determinada a partir del ensayo de Bradford (32). 
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Estas tareas se llevaron a cabo en el  laboratorio dirigido por la Dra. Andrea V. Gamarnik,
codirectora de este  trabajo de tesis,  en el  Instituto Leloir,  donde se dispone del  equipamiento
necesario  y  fueron  oportunamente  puestas  a  punto  por  el  Dr.  Leopoldo  Gebhard,  asiduo
colaborador de nuestro grupo de investigación.
ARN: Oligo- y poli-nucleótidos
Se empleará ARN de cadena simple en la forma de polinucleótidos de longitud no definida (> 100
nt) y de oligonucleótidos de longitudes definidas.
Los oligonucleótidos de ARN y ADN fueron adquiridos de Integrated DNA Technologies (IDT,
Iowa,  EEUU).  Los  productos  liofilizados  fueron  disueltos  en  agua  libre  de  ARNasas  y  sus
concentraciones  fueron  determinadas  espectrofotométricamente  usando  los  coeficientes  de
extinción a 260 nm provistos por el fabricante. Todos los oligonucleótidos fueron purificados por
HPLC por el fabricante y usados sin purificación adicional. Sus secuencias se describen en la Tabla
M1 donde ‘f’ denota la marca fluorescente conteniendo el grupo fluoresceína unido covalentemente
al grupo OH del extremo 5’ o 3’ a través de un enlace fosfodiéster -indicado con ‘p’- o a través de
un  enlace  éter  con  un  grupo  glicerol,  respectivamente  (ver  Figura  M1).  Dado  que  los
oligonucleótidos marcados en el extremo 5’ contienen un grupo fosfato adicional procedente del
agregado  de  la  marca  fluorescente,  consideramos  que  éstos  poseen  un  residuo  nucleotídico
adicional,  con  la  fluoresceína  reemplazando  la  base  en  el  extremo  5’.  Por  lo  tanto  f-p-R5 es
clasificado como un 6-mero, etc. (tal como fue hecho en otros trabajos; por ejemplo, ver Jezewska
et al. 2004 (33)).
El ácido poliadenílico (poli(A), sal de potasio, número de catálogo P9403) fue provisto por Sigma
Aldrich  y  el  ácido  policitidílico  (poli(C),  sal  de  potasio,  lote  4084220021)  fue  provisto  por
Amersham Biosciences. La concentración en las soluciones almacenadas de poli(A) y poli(C), en
unidades de mononucleótidos -o bases totales-, fue determinada espectrofotométricamente (29).
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Figura M1. Estructuras químicas de los grupos fluorescentes portados por los oligonucleótidos indicados en la
Tabla M1. (A) El grupo 6-FAM se liga al extremo 5’ a través de un enlace fosfodiéster. (B) El mismo grupo se liga al
extremo 3’ a través de un enlace éter con un grupo gicerol. Estas estructuras fueron provistas por el fabricante.
Nombre Secuencia Longitud asignada
R10 5'-AGUUGAGUUG-3' 9-mero
R12 5'-AGUUGAGUUGAG-3' 11-mero
R15 5'-AGUUGAGUUGAGUUG-3' 14-mero
R18 5'-AGUUGAGUUGAGUUGAGU-3' 17-mero
R20 5'-AGUUGAGUUGAGUUGAGUUG-3' 19-mero
f-p-R5 f-p-5'-AGUUG-3' 5-mero
f-p-R10 f-p-5'-AGUUGAGUUG-3' 10-mero
f-p-R12 f-p-5'-AGUUGAGUUGAG-3' 12-mero
f-p-R15 f-p-5'-AGUUGAGUUGAGUUG-3' 15-mero
f-p-R18 f-p-5'-AGUUGAGUUGAGUUGAGU-3' 18-mero
f-p-R20 f-p-5'-AGUUGAGUUGAGUUGAGUUG-3' 20-mero
R10-f 5'-AGUUGAGUUC-3'-f 9-mero
f-p-S10 f-p-5'-AUUCUGUUCU-3' 10-mero
f-p-S15 f-p-5'-AUUCUGUUCUGUUCU-3' 15-mero
f-p-S20 f-p-5'-AUUCUGUUCUGUUCUGUUCU-3' 20-mero
f-p-T18 f-p-5'-AGUUGUUAGUCUACGUGG-3' 18-mero
f-p-V12 f-p-5'-AGCACUCCAACU-3' 12-mero
(A)12 5'-AAAAAAAAAAAA-3' 11-mero
(A)18 5'-AAAAAAAAAAAAAAAAAA-3' 17-mero
(U)12 5'-UUUUUUUUUUUU-3' 11-mero
(U)20 5'-UUUUUUUUUUUUUUUUUUUU-3' 19-mero
f-p-D20 f-p-5'-AGTTGAGTTGAGTTGAGTTG-3' 20-mero
Tabla M1. Secuencias de oligonucleótidos de ARN y ADN (D). ‘f’ denota la marca fluorescente que contiene al
grupo fluoresceína unido covalentemente al grupo OH del extremo 5’ o 3’ a través de una enlace fosfodiéster -indicados
con  ‘p’-  o  a  través  de  un  enlace  éter  con  un  grupo  gliceros,  respectivamente  (ver  Figura  M1).  Dado  que  los
oligonucleótidos  marcados  en  el  extremo  5’  contienen  un  grupo  fosfato  proveniente  de  la  marca  fluorescente  se
considera que poseen un nucleótido adicional.
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Determinación de fosfato
Se empleó una versión modificada del método descripto por Baginski et al. (34). El procedimiento
consiste en medir espectrofotométricamente la formación de un complejo azul entre el fosfato y el
molibdato en condiciones ácidas y reductoras. A la solución conteniendo fosfato (muestra, 250 µl o
300 µl) se le adiciona un volumen igual de reactivo A (ácido ascórbico 3% p/v, heptamolibdato de
amonio (HMA) 0.5% p/v, HCl 0.5 M) el cual se mantiene en baño de agua-hielo. La mezcla se
incuba 20 min en baño de agua-hielo, se adiciona reactivo B (citrato de sodio  2% p/v, arsenito de
sodio  2% p/v y ácido acético (AcOH) 2% v/v) en un volumen igual a de la mezcla “muestra +
reactivo A” y se incuba 20 min en baño a 37 ºC. Luego de 30 min – 60 min a temperatura ambiente
se mide la absorbancia a λ = 850 nm de las mezclas finales. Las concentraciones de fosfato en las
mezclas  de  reacción  se  determinaron  por  interpolación  en  curvas  de  calibración  (para  cada
experimento)  obtenidas  con  soluciones  estándar  de  fosfato  (KH2PO3)  en  el  mismo  medio  de
reacción que las muestras. En nuestro laboratorio hemos puesto a punto y adaptado esta técnica para
emplearla en medidas de actividad NTPasa en condiciones de estado estacionario (ver Resultados),
de modo que la dependencia de la absorbancia con la concentración de fosfato no se modifique por
la adición de nuestras preparaciones de proteína, de NTP ni de ARN.
Medidas de actividad NTPasa.
Medios  de reacción generales.  Salvo que se especifique  lo contrario,  las  medidas  de actividad
enzimática fueron llevadas a cabo a 25 ºC en MOPS 25 mM / KOH, pH 6.5 (25 ºC), EDTA 0.50
mM y la cantidad de MgCl2 para obtener una concentración total de Mg2+ libre de 1.5 mM y KCl
(entre 20 mM y 100 mM) y NaCl (para compensar en 10 mM la cantidad de Na+ aportada por los
NTPs) a las concentraciones especificadas en los resultados.  Para calcular la cantidad de MgCl2
necesaria se supuso la unión estequiométrica al EDTA y se utilizaron las siguientes constantes de
equilibrio de disociación (Kd) para la unión a nucleótidos tomadas de la literatura (35) (a pH 6.5 y
fuerza iónica 0.10 M): 83 µM para el ATP, 80 µM para el CTP, 56 µM para el GTP y 70 µM para
el UTP.
Salvo que se indique de otro modo, la concentraciones empleadas de NS3f y NS3h en las medidas
de actividad NTPasa fueron 50 nM y 10 nM respectivamente.
Determinación de la velocidad inicial de hidrólisis de NTPs. La velocidad inicial de hidrólisis de
los NTP fue obtenida a partir  de la pendiente inicial  de los cursos temporales de liberación de
fosfato. Se realizaron blancos de reacción con enzima desnaturalizada o sin el agregado de enzima
para evaluar la hidrólisis no enzimática de los NTP y se encontró que ésta es despreciable en las
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condiciones y tiempos de reacción utilizados. Todas las reacciones fueron iniciadas por el agregado
de enzima o de NTP al medio de reacción y fueron detenidas con el agregado del reactivo A (ver
Determinación de fosfato). Salvo que se especifique de otro modo, se utilizaron al menos cuatro
tiempos de reacción para calcular la velocidad inicial de hidrólisis.
Cuando los medios de reacción contuvieron ARN, éste fue preincubado con la enzima por 30 min a
1 h, salvo que se indique de otro modo, antes de iniciar la reacción.
Determinación de coeficiente  de difusión por  medidas de  resonancia magnética  nuclear  con
campo de gradiente pulsado (PFG-NMR).
Las medidas de autodifusión de la NS3h por espectroscopía de resonancia magnética nuclear con
campo de gradiente pulsado fueron realizadas a temperatura constante en un espectrómetro Bruker
Avance III de 600 Mhz. El equipo está dotado con bobinas que producen gradientes de campo
magnético orientados en el eje z. Los pulsos de gradientes de campo fueron ajustados para suprimir
tanto las señales originadas por el solvente como posibles artefactos espectrales. Se analizaron los
espectros obtenidos empleando el programa Bruker Topspin 2.0. 
Las  muestras  fueron  preparadas  con  alícuotas  de  solución  de  proteína  purificada  de  volumen
suficiente como para dar concentraciones de entre 20 µM y 250 µM. El medio final contendrá
buffer Tris-HCl (pH 7.0) 10 mM, KCl 100 mM, DTT 1,0 mM, MgCl2 2,0 mM y D2O 10%. Para las
determinaciones en presencia de ARN, la concentración de oligonucleótido R10 (ver Tabla M1) fue
de entre 1 a 1.5 veces la concentración de NS3h, mientras que en las determinaciones en presencia
de AMP-PNP se concentración fue 2.5 mM. Tales concentraciones fueron seleccionadas sobre la
base de los hechos siguientes: (i) es el medio de incubación utilizado, la unión del oligonucleótido a
la  NS3h  es  prácticamente  estequiométrica  a  las  concentraciones  de  NS3h  utilizadas  en  estos
experimentos (ver Resultados) y (ii) el valor de KM para las curvas de sustrato de actividad ATPasa
obtenidas en estas condiciones es 0.078 mM en ausencia de ARN y 0.21 mM en presencia de
poli(A) 0.88 mM (Figura M2).
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Figura  M2.  Actividad  ATPasa  de  la  NS3h  del  VD  en  las  condiciones  de  reacción  utilizadas  en  las
determinaciones de PFG-NMR. Las velocidades iniciales de hidrólisis de ATP catalizada por la NS3h (v°) fueron
evaluadas con la pendiente de los cursos temporales de liberación de fosfato determinada a distintas concentraciones
iniciales  de  ATP.  Las  concentraciones  de  fosfato  fueron  determinadas  como se  describió  anteriormente  (20).  Las
reacciones fueron desarrolladas a 27 °C en un medio de reacción compuesto de Tris-HCl 10 mM (pH 7.0 a 25 °C), KCl
100 mM, MgCl2 en cantidad suficiente para dar una concentración fija de Mg2+ libre -no unido al ATP- igual a 2 mM
(ver  Resultados I), CHAPS 0.20 mM, en ausencia de ARN (círculos azules) o en presencia de poli(A) 0.88 mM en
unidades de mononucleótidos (diamantes rojos). Las lineas continuas son hipérbolas dadas por,
v0
[ NS3h ]
=
k cat . [ATP]
KM+[ATP]
con valores de ajuste por mínimos cuadrados (± error estándar) para kcat y KM de 4.6 (± 0.1) s-1 y 0.078 (± 0.005) mM en
ausencia de ARN y de 27 (± 1) s-1 y 0.20 (± 0.03) mM en presencia de poli(A) 0.88 mM.
Los experimentos  de PFG-RMN se realizaron con la  secuencia  de PFG-SLED  (36).  Se añadió
dioxano (12 µl, 6% en H2O) a todas las muestras (300 µl) para emplearlo como estándar interno
(37) y se tomaron espectros 1D 1H antes y después de su adición para asegurar que el dioxano no
afecte el espectro de resonancia de la proteína. La extensión de todos los pulsos y retrasos en la
secuencia se mantuvo constante con una intensidad de gradiente que varíe entre el 5 y el 95% del
valor máximo para el dioxano y para la proteína. La longitud del tiempo de difusión fue calibrada
para dar un decaimiento máximo de 85-90% para las señales de proteína y de dioxano. Para reducir
el  error  experimental  se  utilizará  un filtro  T2 que permite  observar  selectivamente  la  señal  del
dioxano sin interferencia de la de proteína. Los espectro para el dioxano se registraron con 16 K
puntos complejos, y los espectros de la proteína con 4 K puntos complejos. La intensidad de la
señal  de  resonancia  proveniente  de  la  proteína  fue  registrada  en  la  región  del  espectro
correspondiente a los grupos aromáticos y amida.
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La intensidad del pico de resonancia (I/I0) se relaciona con la intensidad del gradiente de acuerdo a
la ecuación de Stejskal-Tanner (38):
I
I 0
=e
−d g2(Δ−δ
3
)
(M1)
donde Δ es el tiempo de difusión (que fue fijado en 200-252 ms para la NS3h y en 15 ms para el
dioxano),  δ  es  la  duración del  gradiente  (4 ms),  g es  la  fracción  de  la  máxima intensidad del
gradiente empleada en cada experimento (entre 0.05 y 0.95) y  d es una constante  directamente
proporcional al coeficiente de difusión traslacional D, d=D (γH δGmax 2π )
2
, donde γH es el ratio
giromagnético del protón y Gmax es la intensidad de gradiente máxima. De acuerdo a la ecuación de
Stokes-Einstein  el  coeficiente  de  difusión  traslacional  de  una  molécula  es  inversamente
proporcional a su radio hidrodinámico efectivo (Rh). Esta cantidad se define como el radio la esfera
sin carga eléctrica que exhibe el mismo comportamiento hidrodinámico que la molécula solvatada
en solución (39).
Los valores del parámetro d para la proteína y el dioxano fueron obtenidos a través del ajuste por
mínimos cuadrados de la Ecuación M1 a los valores experimentales de intensidad de resonancia I/I0
en función de g2. El radio hidrodinámico de la proteína fue calculado de acuerdo a:
Rh
NS3h = Rh
diox ddiox
dNS3h
(M2)
usando un valor de 0.212 nm para el Rh del dioxano (40).
Determinación de peso molecular por dispersión luminosa estática (SLS).
El peso molecular medio de la NS3h -sola y en presencia del oligonucleótido R10 (ver Tabla M1)-
fue determinado en un equipo de dispersión luminosa Precision Detector PD2010 conectado en
tándem a un sistema de comatografía líquida FPLC y a un refractómetro diferencial LKB2142. Las
muestras  (500  µl)  fueron  inyectadas  en  una  columna  Superdex  200  10/300  GL equilibrada  a
temperatura ambiente (~ 25 °C) y el caudal de corrida fue fijado en 0.5 ml/min. El medio de corrida
o fase móvil (en el que se equilibró la columna) se compuso de HEPES 25 mM / KOH pH 7.0, KCl
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60 mM, glicerol  5  % v/v,  DTT 0.20 mM, MgCl2 2.0  mM y EDTA 0.10 mM. Se  registró  la
dispersión de luz a 90°, el  índice de refracción y la absorbancia del material  eluído y luego se
analizaron las medidas con el software Discovery32. El detector de dispersión a 90° fue calibrado
empleando  albúmina  sérica  bovina  (BSA)  como  estándar.  En  los  experimentos  realizados  en
presencia de ARN se preincubó a la muestra de NS3h con el oligonucleótido R10 en una relación
1:2.
Estudios de unión proteína-ARN.
Para  determinar  la  unión  de  la  proteína  NS3  al  ARN  se  utilizaron  técnicas  espectroscópicas
(titulaciones fluorimétricas) y electroforéticas (ensayos de mobilidad en gel).
Titulaciones fluorimétricas en equilibrio del ARNcs con la proteína NS3h
Medidas de fluorescencia. Las medidas de emisión de fluorescencia en estado estacionario fueron
realizadas  en  un  espectrofluorómetro  Jasco  FP-6500  equipado  con  un  termostato  Peltier.  Para
minimizar los efectos de filtro interno las medidas fueron realizadas en una cubeta de cuarzo con un
paso óptico de 3 mm. Las ventanas de excitación y de emisión fueron ajustadas en un ancho de
banda de 3 nm.
La unión de la NS3h a los oligonucleótidos de ARNcs marcados con fluoresceína (ver Tabla M1)
fue seguida a través del registro de la fluorescencia emitida tras excitar las muestras con luz de 495
nm,  (o a 295 nm; ver sección de Resultados). Las mezclas de NS3h y ARNcs se preincubaron en
tubos separados durante ~ 30 min a 30 °C para permitir que alcancen el equilibrio (en tubos de
reacción de 1.5 ml provistos por Greiner Bio-One). A partir del registro de emisión de fluorescencia
para cada muestra calculamos el incremento relativo de fluorescencia definido como:
Δ F rel =
F−F0
F0
(M3)
donde F es la intensidad de fluorescencia a una concentración dada de NS3h y F0 es la intensidad de
fluorescencia  observada en  ausencia  de  proteína  -a  la  misma concentración  de  oligonucleótido
marcado- con ambas cantidades medidas como la intensidad total emitida entre 510 y 640 nm (o
510 y 580 nm; ver sección de Resultados) menos la intensidad registrada en ausencia de ARN.
Medios de reacción. Las titulaciones se llevaron a cabo a 30°C en buffer B (HEPES 25mM / KOH
pH 7.0 (25°C). KCl 100 mM, MgCl2 2.0 mM, EDTA 0.10 mM, glicerol 5% v/v, CHAPS 0.20 mM
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y DTT 2.0 mM). Encontramos que en medios con bajas concentraciones de sales (KCl ~ 20 mM) se
produce agregación de la NS3h cuando ésta se encuentra en concentraciones micromolares. Este
problema fue sorteado incrementando la concentración de sales hasta KCl 100 mM. Por orto lado,
el detergente CHAPS fue adicionado al medio de reacción para evitar problemas que parecen estar
asociados al pegado no específico de la proteína sobre las paredes de los tubos de reacción. El
problema  fue  detectado  originalmente  como  una  pérdida  de  la  actividad  ATPasa  específica  al
disminuir  la  concentración  de  NS3h (ver  Figura  M3A),  lo  cual  fue  resuelto  con la  adición  de
detergentes como el Tween20 y el CHAPS (Figura M3A). Adicionalmente, encontramos que con la
adición de detergente CHAPS o Tween20 desaparecen  distorsiones que se observan en las curvas
de titulación obtenidas en ausencia de detergentes (Figura M3C).
Dado que la reducción de la actividad ATPasa específica no llega a ser detectada a concentraciones
micromolares  de  NS3h  (Figura  M3B)  no  se  adicionó  detergente  al  medio  empleado  en  los
experimentos de PFG-NMR y de cromatografía de exclusión molecular-SLS.
Figura M3. (A-B) Efecto del detergente CHAPS sobre la dependencia de la actividad ATPasa de la NS3h con la
concentración  de  proteína. Las  velocidades  iniciales  de  hidrólisis  de  ATP  catalizada  por  la  NS3h  (v°)  fueron
evaluadas con la pendiente de los cursos temporales de liberación de fosfato determinada a distintas concentraciones
iniciales de ATP. Las concentraciones de fosfato fueron determinadas como se describió en Determinación de fosfato.
Las reacciones fueron llevadas a cabo como se describió en la Figura M2.  (A) Dependencia de la actividad ATPasa
específica respecto de la concentración de NS3h en ausencia (círculos  rojos) y en presencia (diamantes azules)  de
CHAPS 0.20 mM. (B) Curva de tiempo de la liberación de fosfato catalizada por la NS3h a una concentración de 2.0
µM  en  ausencia  (diamantes  rojos)  o  en  presencia  (cuadrados  azules)  de  CHAPS  0.20  mM.  (C)  Efecto  de  los
detergentes CHAPS y Tween20 sobre las curvas de titulación del oligonucleótido f-p-R10 con la NS3h. La unión de
la NS3h al oligonucleótido fue seguida por el incremento relativo de fluorescencia ΔFrel tras excitar a 495 nm (ver
PARTE II).  Las titulaciones del f-p-R10 50 nM con la NS3h fue realizada a 25 °C en el buffer  B sin detergentes
(cuadrados azules), en presencia de CHAPS 0.10 mM (diamantes rojos) o de Tween20 0.10% p/v (círculos verdes).
Análisis  de  las  curvas  de  titulación  fluorimétricas.  El  análisis  de  las  curvas  de  titulación  fue
realizado de acuerdo al método independiente de modelo tal como fue previamente descripto (41).
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A continuación damos una breve explicación de los fundamentos de este análisis y de su aplicación
a los resultados de este trabajo (para más detalles consultar Lohman y Bujalowski 1991 (41)).
En primer lugar, la señal de intensidad de fluorescencia es considerada una función lineal de la
concentración de fluoróforo (oligonucleótidos marcados con fluoresceína, f-ARN) en cada estado
de unión i. Esto es,
F = a0[f-ARN ]libre + ∑i=1
i=g
ai[f-ARN-(NS3h)i] (M4)
donde los coeficientes  ai (i = 1, 2, …  g) son los coeficientes de fluorescencia molar del f-ARN
unido a  i moléculas de proteína, y  g es el número máximo de moléculas de proteína que pueden
unirse  a  una  misma  molécula  de  ARN.  En  ausencia  de  proteína,  [f-ARN]libre =  [f-ARN]total y
entonces,
F = F0 = a0[f-ARN ]total (M5)
El balance de masa implica que,
[f-ARN ]libre = [f-ARN ]total − ∑i=1
i=g
[f-ARN-(NS3h)i] (M6)
y por lo tanto, reemplazando en la Ecuación M3 con las Ecuaciones M4-M6 tenemos,
Δ F rel =
F−F0
F0
= ∑i=1
i=g ( a i−a0a0 )
[f-ARN-(NS3h)i]
[f-ARN ]total
= ∑i=1
i= g
Δ F i
[f-ARN-(NS3h)i]
[f-ARN ]total
(M7)
donde  los  coeficientes  ΔFi son  los  incrementos  de  fluorescencia  molar  del  f-ARN  unido  a  i
moléculas de proteína con respecto al f-ARN libre. En ausencia de oligomerización de la proteína,
lo cual es compatible con los resultados presentados en este trabajo (ver sección de Resultados), el
balance de masa para la proteína implica que,
[NS3h ]total = [NS3h ]libre + [NS3h ]unido = [NS3h ]libre + ∑i=1
i=g
i .[f-ARN-(NS3h)i] (M8)
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El número medio de moléculas de NS3h unidas por ARN (la ‘densidad de unión’) es definida como,
ν = <NS3h unidas por ARN> =
[NS3h ]unida
[f-ARN ]total
= ∑i=1
i=g
i .
[f-ARN-(NS3h)i]
[f-ARN ]total
= ∑i=1
i=g
νi (M9)
y puede tomar valores entre 0 y g. Las cantidades  νi son ‘densidades de unión parciales’ y dan la
contribución de cada complejo proteína-ARN a la densidad de unión total. Entonces, la Ecuación
M7 puede ser reformulada como
Δ F rel =
F−F0
F0
= ∑i=1
i=g
Δ F i
νi
i
(M7b)
y la Ecuación M8 como
[NS3h ]total = [NS3h ]libre + ν[f-ARN ]total (M8b)
La importancia de analizar las curvas de titulación en términos de ΔFrel reside en su relación lineal
con las densidades de unión parciales (Ecuación M7b).  Para cualquier  sistema en el  que ni  el
ligando ni la macromolécula sufre cambios de su estado oligomérico en el rango de concentraciones
usadas durante las titulaciones, puede demostrarse que la densidad de unión ν debe ser una función
monótona de la concentración de ligando libre y esa función define la isoterma de unión del sistema
bajo las condiciones experimentales empleadas. En tales sistemas, si se observa que ΔFrel es una
función  monótona  de  la  concentración  total  de  ligando  a  cualquier  concentración  total  de
macromolécula -esto es, si las curvas de titulación son monótonas- entonces ΔFrel también será una
función monótona de la concentración de ligando libre. En otras palabras, independientemente de la
concentración total de macromolécula, un dado valor de ΔFrel será alcanzado a un único valor de
concentración de ligando libre y, entonces, de  ν (41). Lo que es más importante,  a partir de un
conjunto de curvas de titulación obtenidas a diferentes concentraciones de macromolécula (f-ARN)
pueden estimarse las concentraciones totales de ligando correspondientes a un dado valor de ΔFrel.
Y entonces, de acuerdo a la Ecuación M8b, el gráfico de [NS3h]total en función de [f-ARN]total para
un dado valor de ΔFrel sería una linea recta  con pendiente y ordenada al  origen dadas por  ν y
[NS3h]libre,  respectivamente  (41).  Aplicamos  este  análisis  a  las  titulaciones  fluorimétricas  de
oligonucleótidos  de  distinta  longitud  con  el  fin  de  verificar  la  consistencia  de  los  resultados
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(relación  lineal  entre  [NS3h]total y  [f-ARN]total de  acuerdo  a  Ec.  M8b)  y  determinar  el  número
máximo de moléculas de NS3h unidas por complejo f-ARN(NS3h)g (g en las ecuaciones M4 y M6-
M9) a partir del gráfico de ΔFrel en función de  ν obtenido los oligonucleótidos de cada longitud
(Tabla M1).
Análisis independiente de modelo de las curvas de titulación por competencia. La unión de la NS3h
a ARN sin marca fluorescente se determinó a través titulaciones por competencia. Los experimentos
fueron realizados y analizados de acuerdo al  procedimiento  descripto por Jezewska  et  al. (42).
Damos aquí una breve explicación del fundamento de este procedimiento de análisis. Si el ARN
fluorescente  (f-ARN) y el  no fluorescente (ARN) compiten  por  la  unión al  ligando (NS3h),  el
balance de masa para el ligando debe ser,
[NS3h ]total = [NS3h ]libre + νf [ f-ARN]total + νnf [ARN]total (M10)
En esta ecuación, los subíndices  f y  nf distinguen las densidades de unión de la NS3h al ARN
fluorescente y no fluorescente,  νf y  νnf, respectivamente. Independientemente de la concentración
total  de macromolécula  sin marcar,  un dado valor  de ΔFrel será alcanzado a un único valor  de
concentración de ligando libre y, entonces, de νnf (42). De este modo, a partir de una serie de curvas
de titulación obtenidas a diferentes concentraciones de ARN sin marcar pero a una concentración
fija de ARN marcado, se podrá obtener el valor de νnf a cada valor de ΔFrel a partir de la pendiente
del gráfico de [NS3h]total en función de [ARN]total. Aplicamos este procedimiento a los resultados de
los  experimentos  de  titulación  por  competencia  con  el  fin  de  verificar  la  consistencia  de  los
resultados así  como de establecer  el  mínimo valor  del  máximo número de moléculas  de NS3h
unidas por complejo ARN-NS3h compatible con los resultados.
Titulaciones por competencia con poli(A). Se titularon mezclas de NS3h y oligonucleótido f-p-R10
con poli(A). Las medidas de fluorescencia fueron obtenidas como se describió anteriormente (con el
mismo  equipo,  condiciones  de  medida,  medio  de  reaccion  y  temperatura),  excepto  que  las
titulaciones fueron llevadas a cabo en una cubeta de 1 cm de paso óptico equipada con un agitador
“tubular”.  Las  soluciones  titulantes  de  poli(A)  contuvieron  NS3h  y  f-p-R10 en  las  mismas
concentraciones presentes en la solución titulada en la cubeta, por lo que no se requirió la aplicación
de  correcciones  por  dilución.  El  volumen  inicial  en  la  cubeta  fue  de  1600  µl  y  se  agregaron
alícuotas de poli(A) en volúmenes de entre 20 y 300 µl. Se colectaron espectros de emisión de
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fluorescencia (495 nm → [510 a 610] nm) luego de aproximadamente 2 min del agregado de cada
alícuota.
Ensayos de cambio de movilidad electroforética.
Empleamos ensayos de cambios de movilidad electroforética (EMSA por su siglas en inglés) para
discriminar  los  complejos  formados  entre  los  oligonucleótidos  marcados  con  fluoresceína  y  la
proteína  NS3h.  Se  realizaron  mezclas  conteniendo  oligonucleótidos  0.25  µM y NS3h a  varias
concentraciones en el buffer B en un volumen final de 2 µl, que fueron incubadas por 30 min a 30
ºC. Las muestras fueron cargadas en geles de poliacrilamida 4.5% preparados en buffer THE (Tris
base 15 mM, HEPES ácido 50 mM, EDTA 0.01 mM, pH 7.0) con glicerol 5% v/v. Las corridas
electroforéticas fueron realizadas en un cuarto frío a 4-8 ºC para evitar el sobrecalentamiento de los
geles, en buffer THE por 80 min a un voltaje constante de 60 V en un equipo Mini-PROTEAN
Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories Inc.). La señal fluorescente proveniente de los oligonucelótidos
marcados  con  fluoresceína  fue  registrada  escaneando  los  geles  en  un  equipo  Storm  865  (GE
Healthcare). Los análisis densitométricos de los electroforetogramas fueron realizados con ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). 
Análisis  de  resultados,  ajuste  de  ecuaciones  a  resultados  experimentales  y  formulación  de
modelos
El tratamiento de los datos, los análisis por regresión lineal y no lineal y la simulación y ajuste de
modelos mediante resolución analítica o numérica, se realizaron empleando alternativamente hojas
de cálculo de LibreOffice (http://www.libreoffice.org/) y COPASI (43) (http://www.copasi.org/).
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PARTE I
Estudio de la catálisis de la hidrólisis de
nucleósidos trifosfato por la proteína NS3 del virus
del dengue mediante cinética de estado
estacionario.1
1 Gran parte  de los resultados presentados  en este  apartado  fueron publicados  en el  artículo  Steady-State NTPase
Activity of Dengue Virus NS3: Number of Catalytic Sites, Nucleotide Specificity and Activation by ssRNA (2012). PLoS
ONE 8:e58508.
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Resultados I.
Curvas de sustrato de actividad NTPasa de la NS3 para los nucleótidos ATP, CTP, GTP y UTP
en ausencia de ARN.
Caracterizamos las propiedades catalíticas de la helicasa NS3 sobre la hidrólisis de los nucleótidos
ATP, CTP, GTP y UTP en condiciones de estado estacionario en ausencia de ARN. Como puede
verse en las  Figuras 1 y 2, tanto  la  forma completa  (NS3c) como el  dominio  helicasa  (NS3h)
catalizaron la hidrólisis de los cuatro nucleótidos ensayados.  Las curvas de sustrato -es decir, los
valores de actividad enzimática graficados como función de la concentración de sustrato- fueron
adecuadamente descriptas por hipérbolas equiláteras de acuerdo a la ley de velocidad de Henri-
Michaelis-Menten para reacciones enzimáticas de un único sustrato en ausencia de producto  (44,
45) :
v i
[Eztot ]
=
k cat [S]
KM + [S]
(1)
donde  vi es la velocidad inicial o de estado estacionario de la reacción catalizada por la enzima,
[Eztot] denota la concentración total  de enzima,  [S] es la concentración inicial  de sustrato y  kcat
(constante  catalítica  o  número  de  recambio)  y  KM (constante  de  Michaelis-Menten)  son  los
parámetros cinéticos de la ecuación de velocidad, independientes de la concentración de sustrato y
de enzima. Los valores de  kcat y  KM así como del cociente  kcat y  KM para la NS3c y la NS3h se
muestran en las Tablas 1 y 2, respectivamente.
Figura 1. Curvas de sustrato de la NS3c para los nucleótidos ATP, GTP, CTP y UTP. Las velocidades iniciales de
hidrólisis de ATP (diamantes  vacíos),  GTP (círculos  llenos),  CTP (cuadrados llenos) y UTP (diamantes  llenos)  se
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obtuvieron  empleando  una  concentración  de  NS3c  de  50  nM,  en  ausencia  de  ARN,  en  un  medio  de  reacción
conteniendo KCl 100 mM y los demás reactivos como se indica en Materiales y Métodos. Las líneas continuas son
gráficos de funciones hiperbólicas con los valores de parámetros (kcat y  KM) mostrados en la Tabla 1, obtenidos por
análisis de regresión no lineal.
Tabla 1.  Parámetros cinéticos de la actividad NTPasa en estado estacionario de la NS3c en ausencia de ARN.
Los valores de kcat, KM y  kcat/KM  (± error estándar) provienen del análisis de regresión no lineal del ajuste por mínimos
cuadrados de la ecuación v i/ [NS3c ] = k cat [NTP]/ ([NTP]+K M ) a los resultados mostrados en la Figura 1.
La especificidad por cada nucleótido fue analizada de acuerdo a los valores de  kcat/KM. En casos
como el presente, en los que se verifican curvas de sustrato Michaelianas, estos coeficientes de
especificidad (kcat/KM) permiten calcular la relación de velocidades de reacción  para sustratos que
compiten por un mismo sitio de acuerdo a la siguiente ecuación:
v1
v2
=
(kcat /KM )1 [S1]
(kcat /KM )2 [S2]
(2)
donde v1 y v2 son las velocidades de estado estacionario de las reacciones de transformación de los
sustrato S1 y S2, respectivamente, catalizada por la enzima en presencia de ambos sustratos a las
concentraciones [S1] y [S2]. Por lo tanto, la relación de valores de kcat/KM para dos sustratos es una
medida de la capacidad de una enzima de discriminar entre éstos.
Los resultados mostrados en la Tabla 1 indican que el orden de especificidad por sustrato de la
NS3c del VD fue: GTP ~ ATP ~ CTP > UTP. El mismo orden de especificidad fue encontrado
también  para  el  dominio  helicasa  aislado,  NS3h (Figura  2  y  Tabla  2),  lo  cual  indica  que  esta
propiedad no se ve afectada por la presencia del dominio proteasa (ver Figura xx de intro con
estructura).
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Figura 2. Curvas de sustrato de la NS3h para los nucleótidos ATP, GTP, CTP y UTP. Las velocidades iniciales de
hidrólisis de ATP (diamantes  vacíos),  GTP (círculos  llenos),  CTP (cuadrados llenos) y UTP (diamantes  llenos)  se
obtuvieron  empleando  una  concentración  de  NS3h  de  10  nM,  en  ausencia  de  ARN,  en  un  medio  de  reacción
conteniendo KCl 20 mM, NaCl suficiente para compensar el Na+ en 10 mM, Tween20 0.10% p/v y los demás reactivos
como se indica en Materiales y Métodos. Las líneas continuas son gráficos de funciones hiperbólicas con valores de
parámetros (kcat y KM) mostrados en la Tabla 2, obtenidos por análisis de regresión no lineal.
Tabla 2.  Parámetros cinéticos de la actividad NTPasa en estado estacionario de la NS3h en ausencia de ARN.
Los valores de kcat, KM y  kcat/KM (± error estándar) provienen del análisis de regresión no lineal del ajuste por mínimos
cuadrados de la ecuación v i/ [NS3h ] = kcat [NTP]/ ([NTP]+K M) a los resultados mostrados en la Figura 2. Cada
curva de sustrato fue realizada al menos 3 veces.
Experimentos de competencia entre los nucleótidos ATP, CTP, GTP y UTP.
Investigamos si los cuatro nucleótidos son hidrolizados en el mismo sitio catalítico de la NS3. Para
resolver este planteo nos apoyamos en el hecho de que si dos sustratos rinden el mismo producto
(como  en  este  caso,  donde  uno  de  los  productos  de  la  hidrólisis  de  cualquiera  de  los  cuatro
nucleótidos  es  el  ortofosfato  o  fosfato  inorgánico)  es  posible  asignar  un  modelo  cinético  que
contemple la competencia por un mismo sitio catalítico, u otro donde cada sustrato es transformado
en  un  sitio  catalítico  distinto,  analizando  medidas  de  velocidad  de  liberación  de  producto  en
condiciones de estado estacionario obtenidas en mezclas reactivas conteniendo dos sustratos  (46,
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47).  Esto  es  así  porque  las  expresiones  analíticas  predichas  por  estos  modelos  cinéticos  son
distintas.
De  acuerdo  al  procedimiento  descripto  por  Chevillard  et  al. (47),  realizamos  una  serie  de
experimentos en los que ATP y un segundo NTP se encontraron presentes en el mismo medio de
reacción y se determinó -en esa mezcla- la velocidad inicial de producción de fosfato catalizada por
la NS3. Las mezclas de ATP y el segundo NTP (CTP, GTP o UTP) fueron preparadas de modo tal
que sus concentraciones satisfacen las siguientes ecuaciones:
[ATP] = x [ATP]º (3a)
[NTP] = (1 – x) [NTP]º (3b)
donde x es un factor adimensional que toma valores entre 0 y 1 y las concentraciones de sustratos
[ATP]º y [NTP]º son seleccionadas de modo que la enzima presente -a dichas concentraciones- la
misma  actividad  catalitica  (viº).  Para  cada  mezcla  de  reacción  se  midió  la  velocidad  total  de
producción de fosfato y los resultados se graficaron en función de x (Figura 3). Si ambos sustratos
reaccionasen en el mismo sitio catalítico y las concentraciones [ATP]º y [NTP]º dan exactamente el
mismo valor de viº, la velocidad de producción de fosfato sería independiente de x y, por lo tanto, se
obtendría una línea horizontal. Este comportamiento es diferente del predicho por otros mecanismos
cinéticos  sencillos.  Por  ejemplo,  en  el  caso  de  reacciones  completamente  independientes  se
esperaría obtener una curva con un máximo, y el caso de reacciones antagónicas daría lugar a una
curva con un mínimo. Este método  (47) puede ser extendido al caso más general en el que los
valores de  vi obtenidos a las concentraciones [ATP]° y [NTP]° no son exactamente iguales,  tal
como se observa en los resultados de la Figura 3. Puede demostrarse que cuando ambos sustratos
reaccionan  en  el  mismo  sitio  el  gráfico  resultante  será  una  hipérbola  monótona  -creciente  o
decreciente-,  mientras  que  las  otras  dos  posibilidades  darían  lugar  a  dependencias  en  x no
monótonas.
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Figura 3. Gráficos de competencia para el ATP y un segundo nucleótido. Las veocidades iniciales de producción de
fosfato (vi°) fueron determinadas en mezclas de reacción conteniendo dos nucleótidos a la vez. El valor de la abscisa x
es la proporción de [ATP] en relación al valor de [ATP]° empleado en cada mezcla ATP-NTP (Ec. 3).  Todos los
experimentos fueron llevados a cabo como se indica en Materiales y Métodos. Los valores de  kcat y  KM obtenidos a
partir de las curvas de sustrato mostradas en la Figura 1 (Tabla 1) fueron usados para simular la predicción de un
modelo de un único sitio catalítico (linea continua) y de un modelo de dos sitios catalíticos independientes  (linea
discontinua) de acuerdo a las siguientes ecuaciones: 
v i ,1 sitio =
x [ATP]0k cat
ATP /KM
ATP + (1−x)[NTP]0 k cat
NTP /K M
NTP
1 + x[ATP]0/K M
ATP + (1−x) [NTP]0/K M
NTP y
v i ,2 sitios =
x [ATP ]0 k cat
ATP
K M
ATP + x [ATP]0
+
(1−x)[NTP]0kcat
NTP
KM
NTP + (1−x)[NTP]0 . 
El primer modelo muestra la mejor correspondencia con los resultados experimentales.
En la Figura 3 se muestran los resultados de la medida de actividad NTPasa total en presencia de
ATP y GTP, CTP o UTP. Puede verse que en los tres casos la velocidad de producción de fosfato
varió casi  linealmente  con  x.  Junto con lo  resultados  se muestran  también  simulaciones  de las
curvas predichas por dos modelos cinéticos: (1) un único sitio catalítico para todos los nucleótidos
(línea  contínua)  y  (2)  sitios  catalíticos  distintos  e  independientes  para  cada  nucleótido  (línea
discontínua). Como discutiremos luego (ver  Discusión I) estos resultados apoyan fuertemente la
hipótesis  de que los nuelcleótidos  ATP, GTP, CTP y UTP reaccionan a través del mismo sitio
catalítico en la helicasa NS3.
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Caracterización de la modulación de la actividad NTPasa por ARN de cadena simple.
Es conocido que la actividad catalítica de hidrólisis de NTPs de las helicasas es activada por la
unión a ácidos nucleicos (ver  Introducción). Sin embargo las características de dicha activación,
lejos  de  ser  compartidas,  difieren  cuali  y  cuantitativamente  entre  diferentes  helicasas  y  ácidos
nucleicos. 
En este trabajo caracterizamos el efecto que ejerce el ARN de cadena simple de gran longitud -que
admite  la  unión  de  varias  moléculas  de  proteína-  sobre  la  actividad  ATPasa  de  la  NS3h  en
condiciones de estado estacionario. Para ello utilizamos los homo-polirribonucleótidos poli(A) y
poli(C). Los experimentos se realizaron de la siguiente manera. La NS3h junto con el ARN fueron
incubados entre 30 y 60 minutos en el buffer de reacción, al doble de sus concentraciones en el
medio de reacción final. Las reacciones se iniciaron por el agregado de un volumen equivalente de
solución de ATP y se determinó la velocidad inicial de producción de fosfato como se describió en
las secciones precedentes. De esta manera obtuvimos curvas de sustrato para ATP en presencia de
diferentes concentraciones de ARN  (Figura 4).
Figura 4. Curvas de sustrato de la NS3h en presencia de ARN. Se determinó velocidad inicial de hidrólisis de ATP a
diferentes concentraciones de poli(A) (a) o poli(C) (b). La NS3h y el ARN fueron pre-incubados alrededor de 30-40
min en el medio de reacción previo al agregado de ATP. En el gráfico se indican las concentraciones finales de ARN
(en unidades de mononucleótidos) y la concentración final  de proteína fue 10 nM en todos los experimentos.  Las
reacciones se llevaron a cabo en el mismo medio de reacción que se empleó en los experimentos mostrados en la Figura
2. Las líneas contínuas son las hipérbolas que mejor se ajustan a los resultados a cada concentración de ARN, con
valores de kcat y KM presentados en la Figura 5.
Las curvas de sustrato obtenidas fueron descriptas adecuadamente por hipérbolas equiláteras (Ec. 1)
caracterizadas por los parámetros  kcat y  KM cuyos valores a cada concentración de polinucleótido
(expresada en bases totales) se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Efecto del ARN sobre los parámetros cinéticos de la actividad ATPasa de la NS3h. Los valores de kcat
(a), KM (b) y kcat/KM fueron obtenidos a partir de las curvas de sustrato de la Figura 4. En ausencia de ARN los valores
de  kcat, KM y kcat/KM fueron 2.91 (0.03) s-1, 0.018 (0.001) mM y 16 (1) 104 M-1 s-1, respectivamente. Los valores límites
en saturación de  kcat,  KM y  kcat/KM fueron respectivamente 28 (1) s-1, 0.33 (0.03) mM y 8.4 (0.4) 104 M-1 s-1 para el
poli(A) y 16.6 (0.3) s-1, 0.30 (0.02) mM y 5.6 (0.2) 104 M-1 s-1 para el poli(C). Las lineas continuas son curvas ajustadas
a los resultados con el solo objetivo de mostrar con claridad la tendencia descripta por los resultados. Las barras de error
denotan el error estándar de los parámetros cinéticos provistos por el análisis de regresión no lineal (de los resultados
mostrados en la Figura 4).
Los valores  de  kcat variaron monótonamente  con la  concentración  de poli(A),  describiendo  una
hipérbola que parte del valor basal hasta alcanzar un máximo de 28 s -1 con una K0.5 de 1.0 µM. En
cambio, el gráfico de kcat en función de la concentración de poli(C) decrece inicialmente hasta un
mínimo  con  una  actividad  catalítica  prácticamente  nula  a  partir  del  cual  presenta  un  aumento
continuo hasta un valor máximo de 17 s-1 (Figura 5a).
Los valores de KM en función de la concentración de polinucleótido siguen tendencias similares con
poli(A) y con poli(C) (Figura 5b). En ambos casos  KM muestra un máximo antes de alcanzar un
valor estacionario de 0.33 mM y 0.30 mM para el   poli(A) y el  poli(C),  respectivamente.  Este
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cambio en los valores de KM corresponde a un aumento de unas 20 veces respecto de su valor basal
en ausencia de ARN.
El  cociente  kcat/KM (Figura  5c)  decrece  inicialmente  con  la  concentración  de  polinucleótido,
atraviesa un mínimo y luego aumenta hasta adoptar un valor estacionario de 8.4 104 M-1 s-1 para el
poli(A) y de 5.6 104 M-1 s-1 para el poli(C). En ambos casos el valor estacionario fue menor que el
obtenido en ausencia de ARN.
Como puede observarse en la Figura 4, a una dada concentración ATP la adición de ARN puede
producir tanto un aumento como una disminución de la actividad ATPasa. Esta característica se
aprecia  mejor  al  graficar la actividad ATPasa en función de la concentración de polinucleótido
(Figura 6). Para ambos, poli(A) y poli(C), los efectos de inhibición y activación fueron observados a
concentraciones  bajas  y  elevadas  de  ARN,  respectivamente.  El  mismo  comportamiento  fue
observado cuando los  experimentos  fueron realizados  con la  construcción  completa  de  la  NS3
(Figura 7).
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Figura 6. Efecto del ARN sobre la actividad ATPasa de la NS3h.  Los resultados mostrados en la Figura 4 son
representados en función de [poli(A)] (a and b) o de [poli(C)] (c y d) a las concentraciones de ATP indicadas en los
gráficos. Las lineas continuas corresponden a simulaciones del modelo presentado a continuación utilizando los valores
de parámetros mostrados en la Tabla 3.
Figura 7. Efecto del ARN sobre la actividad ATPasa de la NS3c. La velocidad inicial de liberación de fosfato (vi) es
representada en función de la concentración de ATP (a) y de poli(C) (b y c). La NS3f y el ARN fueron preincubados 40
min en el medio de reacción previo a la adición del ATP. Las concentraciones de bases de ARN y de ATP se indican en
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los gráficos; la concentración final de NS3c fue 10 nM. Las curvas de sustrato en (a) fueron descriptas adecuadamente
por hipérbolas equiláteras, tal como se observó para el dominio helicasa aislado (Figura 4). En (b) y (c) se observa el
comportamiento no monótono característico observado para la NS3h en la Figura 6, esto es,  una inhibición inicial
seguida de activación a medida que se incrementa la concentración de ARN. Las reacciones se llevaron a cabo en el
mismo medio de reacción que se empleó en los experimentos mostrados en la Figura 2.
La actividad ATPasa de la NS3h presenta un mínimo en presencia de 10-20 bases de ARN por
molécula de NS3.
La inhibición de la actividad ATPasa observada a bajas concentraciones de ARN (< 0.20 µM)
planteó un problema a la hora de identificar un modelo cinético que describa los resultados: como
veremos  en  la  sección  siguiente  (Modelo  cinético  para  el  efecto  del  ARN  sobre  la  actividad
ATPasa), los modelos convencionales para la modulación de la actividad enzimática por un ligando
no pudieron dar  cuenta  de los  resultados  obtenidos.  Basta  mencionar  aquí  que  el  modelo  más
general para 1 sustrato y 1 activador no permite explicar la disminución en la kcat observada con el
poli(C) (Figura 5a).
Dada la importancia que revistió este efecto inhibitorio del ARN en la asignación de un modelo
cinético, decidimos investigarlo en mayor detalle. En particular, examinamos si la acción inhibitoria
del  ARN  guarda  alguna  relación  estequiométrica  con  la  concentración  de  proteína.  Para  ello
realizamos experimentos a diferentes concentraciones de NS3h.
En primera instancia,  determinamos el  efecto de la concentración del poli(C) sobre la actividad
ATPasa de la NS3h a dos concentraciones de enzima (Figura 8a). Puede observarse que la curva de
actividad ATPasa a la mayor concentración de NS3h (40 nM) está desplazada hacia la derecha
respecto de la curva obtenida a la concentración menor de NS3h (10 nM). Una observación menos
evidente pero destacable es que al incrementar la concentración de proteína de 10 nM a 40 nM se
verificó una disminución de la velocidad de hidrólisis de ATP (absoluta, no normalizada por la
cantidad  de  proteína)  a  algunas  de  las  concentraciones  de poli(C)  empleadas  (1 y 2 µM) (ver
leyenda  de  Figura  8).  Esta  observación  excluye  a  los  modelos  cinéticos  convencionales  para
explicar la acción moduladora que ejerce el ARN sobre la actividad ATPasa (ver sección siguiente).
Al graficar estos mismos resultados en función de la relación [bases poli(C)]/[NS3h] (Figura 8b) se
observa que las curvas se superponen y presentan un mínimo cuando esta relación es de entre 10 y
25 bases por molécula de NS3h. Un comportamiento similar se observa con la forma completa
NS3c (Figura 9).
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Figura 8. Efecto del ARN sobre la actividad ATPasa a dos concentraciones diferentes de NS3h.  La velocidad
inicial de producción de fosfato (vi) es graficada en función de [poli(C)] (a) o de [poli(C)]/[NS3h] (b). La concentración
de NS3h fue  10  nM (triangulo  hacia  abajo)  o  40  nM (triangulo  hacia  arriba).  Se  observó  que  al  incrementar  la
concentración de NS3h de 10 nM a 40 nM el valor de vi disminuyó de (9.4 ± 0.1) nM s-1 a (5.7 ± 0.4) nM s-1 cuando la
concentración de poli(C) fue 1.0 µM y de (20.2 ± 0.4) nM s-1 a (14.3 ± 0.1) nM s-1 cuando la concentración de poli(C)
fue 2.0 µM. La concentración de ATP fue 0.10 mM y las reacciones se llevaron a cabo en el mismo medio de reacción
que se empleó en los experimentos mostrados en la Figura 2.
Figura 9. Efecto del ARN sobre la actividad ATPasa a dos concentraciones diferentes de NS3c.  La velocidad
inicial de producción de fosfato (vi) es graficada en función de [poli(C)] (a) o de [poli(C)]/[NS3c] (b). La concentración
de NS3f fue 10 nM (∇) o 40 nM (Δ). La concentración de ATP fue 0.10 mM y las reacciones fueron llevadas a cabo en
el mismo medio de reacción que se indicó en la Figura 2.
En un segundo conjunto de experimentos, con el fin de validar la consistencia de los resultados
obtenidos,  determinamos  la  actividad  ATPasa  como  función  de  la  concentración  de  NS3h  a
concentraciones fijas de poli(C) (Figura 10). La Figura 10a muestra que en presencia de poli(C) la
actividad ATPasa (vi/[NS3h]) decrece inicialmente en función de la concentración de NS3h. No
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solo disminuyó la actividad específica sino que, tal como observamos anteriormente, al incrementar
la concentración de NS3h de 2.4 nM a 10 nM en presencia de poli(C) 0.50 µM, verificamos una
disminución en el valor de vi.
Como puede observarse en la Figura 10a, la curva obtenida a la mayor concentración de poli(C)
(3.1  µM)  se  encuentra  desplazada  hacia  la  derecha  respecto  de  la  curva  obtenida  a  la  menor
concentración  (0.50 µM).  Al regraficar  los  resultados  en  función del  cociente  [poli(C)]/[NS3h]
(Figura 10b) se observa que ambas curvas se superponen mayormente y que la dependencia de la
actividad ATPasa respecto de esta relación es la misma que la observada en la Figura 8.
En conjunto, estos resultados indican que el comportamiento de inhibición-activación es dictado por
la cantidad relativa de bases de ARN por molécula de NS3 de manera tal que la inhibición máxima
comienza a revertirse al aumentar la cantidad de la cantidad de bases por enzima más allá de 15-20
bases/NS3.
Figura  10.  Efecto  de  la  concentración  de  NS3h sobre  su  actividad ATPasa a  diferentes  concentraciones  de
poli(C).  La velocidad inicial de producción de fosfato (vi) fue determinada en ausencia (◊) y en presencia de poli(C):
0.50 µM (▼) o 3.1 µM (▲). En presencia de poli(C) 0.50 µM se observó que los valores de vi disminuyeron desde (6.1
± 0.4) nM s-1 a (3.6 ± 0.4) nM s-1 al aumentar la concentración de proteína de 2.4 nM a 10 nM. La concentración de
ATP fue 0.10 mM y las reacciones fueron realizadas en el mismo medio de reacción indicado en la Figura 2. Los
resultados mostrados en (a) como función de [NS3h] son regraficados en (b) como función de la relación [poli(C)]/
[NS3h].
Modelo cinético para el efecto del ARN sobre la actividad ATPasa de la NS3.
En esta sección formulamos un modelo cinético mínimo que describe adecuadamente y permite
explicar  los  resultados  experimentales  acumulados  durante  el  estudio  de  la  modulación  de  la
actividad ATPasa de la NS3h por el ARN. El modelo fue construido a partir de cuatro suposiciones
apoyadas en los resultados experimentales y una hipótesis que debe ser puesta a prueba:
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1. la NS3 tiene un sitio de unión para el ATP y otro para el ARN;
2. cada  molécula  de  ARN puede unir  múltiples  moléculas  de NS3 y cada  NS3 ocluye un
número fijo de bases;
3. los  productos  de  hidrólisis,  ADP y  ortofosfato,  son  generados  a  partir  de  dos  especies
diferentes: un complejo binario NS3-ATP y un complejo ternario ARN-NS3-ATP;
4. el ATP y el ARN se unen en orden aleatorio a la NS3.
• Hipótesis. La catálisis de la hidrólisis de ATP por la NS3 unida al ARN se ve impedida de
progresar ante la presencia de moléculas adyacentes de NS3.
La existencia de un único sitio de unión para el nucleótido y otro para el ARN en la NS3 del VD
(suposición 1) fue revelada por resultados de diferentes estudios. Un sitio para cada uno de estos
ligandos fue determinado mediante estudios de cristalografía de rayos X  (20, 21). En el mismo
sentido,  las curvas de sustrato de la actividad NTPasa presentadas en este trabajo así  como las
presentadas en trabajos de otros laboratorios  (14, 26, 48) son compatibles con la presencia de un
único  sitio  catalítico  cinéticamente  distinguible.  Adicionalmente,  existe  evidencia  funcional
procedente de estudios de la unión en condiciones de equilibrio de que la NS3 interacciona con
ARNcs  a  través  de  un  único  sitio  de  unión.  En  dichos  estudios  hallamos  que  la  unión  de
oligonucleótidos  de  ARNcs  de  pequeño  tamaño  (hasta  15  nt  de  largo)  a  la  NS3 presenta  una
estequiometría 1:1 con una única constante intrínseca de asociación (ver PARTE II). Dado que los
polinucleótidos  empleados  en  el  presente  trabajo  son,  en  promedio,  mucho  más  largos  que  el
número de bases que podría ser cubierto por un única molécula de NS3 (ver Materiales y Métodos y
PARTE II), el modelo cinético propuesto considera que varias moléculas de NS3 pueden unirse a
una única cadena de polinucleótido (suposición 2).
La liberación de productos a partir de un complejo ternario enzima-sustrato-modulador, además de
a partir del complejo binario enzima-sustrato, (suposición 3) es un requisito mínimo del modelo
porque ello se manifiesta  en la  observación de curvas  de actividad saturables  en función de la
concentración de modulador (ver Figura 6). Notar que si no existiese un complejo ternario con la
capacidad  de  liberar  productos  todas  aquellas  curvas  deberían  tender  asintóticamente  a  cero  al
aumentar  la  concentración  de  modulador.  Esta  consideración  implica  que  la  formación  de  un
complejo ternario ARN-NS3-ATP es una suposición necesaria,  la  cual  está  en acuerdo con los
resultados de estudios cristalográficos en los que se observa la NS3 asociada tanto a ARN como a
análogos de ATP (21), y junto con la evidencia experimental de que el ARN se une a la NS3 en
ausencia de ATP  (ver Wang et al. (25) y PARTE II (49)) y que el ATP se une a la NS3 en ausencia
de ARN nos permite suponer que la adición de ligandos a la NS3 ocurre al azar (suposición 4).
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La unión al azar (supocición 4) y la liberación de productos tanto a partir de complejos enzima-
sustrato  como  de  complejos  enzima-sustrato-modulador  (suposición  3)  son  propiedades
características de modelos cinéticos de estado estacionario generales que involucran un sustrato y
un modulador  (50-53) a los cuales  nos referimos cómo modelos de modulación clásicos.  Tales
modelos son generales en el sentido de que consideran que el modulador puede unirse a cada uno de
los  intermediarios  enzima-sustrato  no  necesariamente  con  afinidades  iguales  y  modificar  las
velocidades de reacción a lo largo del ciclo catalítico. Dado que un modelo cinético de este tipo no
fue capaz de reproducir ni cualitativa ni cuantitativamente los resultados experimentales mostrados
en este trabajo (ver  Discusión) fue necesario introducir en él una suposición adicional. Esto fue
cumplimentado  con  la  hipótesis de  que  la  actividad  ATPasa  de  la  NS3h  es  impedida  por  la
presencia de otras moléculas de NS3 inmediatamente adyacentes.
El razonamiento que nos condujo a formular esta hipótesis fue el siguiente. Como puede observarse
en  las  Figuras  6  a  10,  la  actividad  ATPasa  primero  decrece  desde  su  valor  basal  al  agregar
polinucleótido hasta que su concentración alcanza un valor de unas 15-25 bases por molécula de
NS3. Luego de ello, sigue un aumento sostenido hasta la saturación. Teniendo en mente que ese
valor de la relación bases/NS3 es cercano al valor de 8-12 bases ocupadas por la NS3 de acuerdo a
los estudios cristalográficos (21) -y al valor de tamaño de sitio de unión de 11 bases determinado
posteriormente mediante titulaciones fluorimétricas en equilibrio (PARTE II)-, podemos afirmar que
los  resultados  indican  que  el  aumento  de  la  actividad  ATPasa  ocurre  solo  a  partir  de  que  la
concentración de bases excede al valor necesario para llenar los sitios de unión al ARN presentes a
una dada concentración de NS3. En el mismo sentido, los resultados mostrados en las Figuras 6 a
10 sugieren que, en condiciones de  exceso de NS3 sobre el número de bases disponibles -en las que
se favorece la formación de cadenas de ARN densamente cubiertas por moléculas de NS3- la unión
al ARN produce la inhibición de la actividad ATPasa. Dado que la unión en tales condiciones se
asocia  a  una alta  densidad de unión de moléculas  de  NS3 sobre el  ARN (ver  a  continuación)
formulamos la hipótesis enunciada arriba.
Con el fin de incluir esta hipótesis en el modelo cinético consideraremos que la NS3 puede unirse a
tres  tipos  de  sitios  de  unión  sobre  el  ARN:  (i)  flanqueado  por  bases  libres  en  ambos  lados  o
aislados; (ii) con una base libre a un lado y una base ocupada hacia el otro lado o contiguo simple; o
(iii)  flanqueado  por  bases  ocupadas  a  ambos  lados  o  contiguo  doble.  Por  lo  tanto  habrá  4
poblaciones de moléculas de NS3 unidas al ARN: una asociada a sitios aislados, una asociada a
sitios contiguos dobles y otras dos poblaciones unidas a sitios contiguos simples, flanqueados en el
lado 5’  o  3’  por  otra  molécula  de  NS3.  Como se  explicará  posteriormente,  la  distribución  de
moléculas  de  NS3  unidas  al  ARN  entre  estas  poblaciones  puede  ser  descripta  empleando  el
formalismo desarrollado por McGhee et al.  (54) para el análsis de la unión de ligandos grandes a
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retículos unidimensionales de longitud infinita. Luego, cada una de estas poblaciones será asignada
a uno de dos estados de la NS3 unida al RNA: uno con capacidad de catalizar la hidrólisis del ATP
(estado no apiñado) y otro sin actividad catalítica (estado apiñado).
En la Figura 11 se muestra un esquema del modelo cinético construido a partir de las suposiciones
descriptas arriba. El modelo involucra seis estados ligados de la NS3: libre (H), unida al ATP (HT),
unida al ARN en un estado apiñado o no apiñado (HRAp y HRnAp) y unido tanto al ATP como al ARN
en un estado apiñado o no apiñado (HTRAp y HTRnAp).
Figura 11. Modelo cinético para explicar el efecto de la interacción de la NS3 con el ARN sobre la actividad
ATPasa. H es NS3, T es ATP, Pi es ortofosfato, HRAp es la NS3 unida al ARN en un estado apiñado y HRnAp es la NS3
unida al ARN en un estado no apiñado. La liberación de ADP es considerada simultánea a la liberación de Pi.
De acuerdo a este esquema de reacciones la velocidad de liberación de Pi está dada por:
d [Pi]
d t
= k1[HT ] + k2[HTRnAp] (4)
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donde k1 y k2 son las constantes cinéticas de primer orden para la liberación de producto a partir de
los complejos HT y HTRAp respectivamente. En términos del modelo cinético, estas constantes de
velocidad son los números de recambio (turnover constants) de la NS3 libre (kcat0) y de la NS3
unida al ARN en un estado no apiñado (kcatR), respectivamente.
knAp,  kAp,  kTnAp y  kTAp son  constantes  aparentes  de  primer  orden  definidas  por  las  siguientes
expresiones:
knAp = k^nAp [sitiosnoapiñados ] = k^nAp [bases ]tot f nAp(θ ,m) (5)
k Ap = k^ Ap [sitiosapiñados ] = k^ Ap [ bases]tot f Ap(θ ,m) (6)
kTnAp = k^TnAp [sitios noapiñados ] = k^ TnAp [bases ]tot f nAp(θ ,m) (7)
kTAp = k^TAp [sitios apiñados ] = k^TAp [bases ]tot f Ap(θ ,m) (8)
donde knAp, kAp, kTnAp y kTAp son las constantes de velocidad de segundo orden que rigen la asociación
de la NS3 a los distintos tipos de sitios sobre el ARN; [sitios apiñados] y [sitios no apiñados] son la
concentración de sitios apiñados y no apiñados respectivamente; [bases]tot es la concentración total
de  bases  de  polinucleótido,  tal  como  se  expresó  la  concentración  de  poli(A)  y  poli(C)  en  las
secciones precedentes. El número medio de sitios apiñados y no apiñados por base está dado por los
coeficientes fAp(θ, m) y fnAp(θ, m) respectivamente, los cuales son a su vez funciones de m -el número
de bases contiguas sobre el ARN ocluídas por una molécula de NS3- y de θ -el número medio de
moléculas de NS3 unidas por base de ARN (ver Material Suplementario 1).
Los parámetros del modelo cinético representado en la Figura 11 fueron ajustados por análisis de
regresión no lineal de los resultados experimentales (ver Materiales y Métodos). Como se explica
en el Material Suplementario 1 el ajuste fue realizado empleando tres interpretaciones del modelo
cinético:
1. sólo las moléculas de NS3 unidas a sitios aislados se encuentran en el estado no apiñado;
2. sólo aquellas unidas a sitios contiguos dobles se encuentran en el estado apiñado;
3. las moléculas de NS3 unidas a sitios aislados más aquellas unidas a una mitad de los sitios
contiguos simples se encuentran en el estado no apiñado.
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Cada una de estas posibilidades fue probada incluyendo, además, un parámetro de cooperatividad
(ω) que afecta la interacción entre la NS3 y el ARN (ver Material Suplementario I). El valor de este
parámetro fue fijado en 1 o liberado sin restricciones para adecuarse al mejor ajuste.
La mejor descripción de los resultados fue obtenida aplicando la interpretación 3 sin cooperatividad
(ω = 1). Las líneas continuas en los gráficos de la Figura 6 son simulaciones del modelo cinético
con los valores de parámetros que brindaron el mejor ajuste, los cuales se muestran en la Tabla 3.
Tabla 3.  Parámetros del modelo cinético con apiñamiento para la actividad ATPasa de la NS3h en presencia de
polinucleótidos de ARN. Valores (± ES) de los parámetros del modelo cinético presentado en la Figura 11 obtenidos
por análisis de regresión no lineal. (*) El valor del tamaño de sitio ocluído (m) fue obtenido del ajuste a los resultados
en presencia de poli(C) y fue empleado en el ajuste a los resultados en presencia de poli(A).
Efecto del ARN sobre la especificidad de la actividad NTPasa
Finalmente  para completar  la caracterización de la especificidad de la  NS3 por los nucleótidos
estudiados presentaremos aquí resultados obtenidos en nuestro laboratorio por Leila A. Cababie
(55). Leila obtuvo las curvas de sustrato de actividad NTPasa para los nucleótidos ATP, CTP, GTP
y UTP en presencia de concentraciones saturantes de poli(A) (30 µM, comparar con los resultados
mostrados en la Figura 6, donde la mayor concetración de poli(A) es 5.4 µM), condición bajo la
cual verificó que la actividad NTPasa resulta insensible a cambios en la concentración de ARN.
Los  valores  del  parámetro  de  especificidad kcat/KM obtenidos  para  los  cuatro  nucleótidos  se
presentan  en  la  Tabla  4.  Los  resultados  muestran  que,  por  un  lado,  no  se  altera  el  orden  de
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especificidad  GTP ~ ATP > CTP > UTP y que, sin embargo, se incrementa la preferencia por los
nucleótidos purínicos (ATP y GTP) respecto a los pirimidínicos (CTP y UTP).
NTP
kcat/KM (104 M-1 s-1)
En presencia de ARN (poli(A) xx µM) En ausencia de ARN
ATP 10 ± 3 16 ± 1
GTP 12 ± 4 21 ± 3
CTP 2.1 ± 0.4 10 ± 1
UTP 1.0 ± 0.3 6.2 ± 0.6
Tabla 4.  Efecto del ARN sobre los parámetros de especificidad kcat/KM para ATP, GTP, CTP y UTP. Los valores
(± error  estándar)  de  kcat/KM provienen  del  ajuste  por  mínimos  cuadrados  de  la  ecuación
v i/ [NS3h ] = kcat [NTP]/ ([NTP]+K M) a las curvas de sustrato obtenidas en presencia de poli(A) 30 µM (55).
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Discusión I.
Especificidad de la actividad NTPasa.
La propiedad de la  proteína NS3 del virus del  dengue de catalizar  la hidrólisis  de los 4 NTPs
canónicos (ATP, CTP, GTP y UTP) (14, 22, 23) y la activación de su actividad NTPasa por ARNcs
fueron inicialmente descriptos por estudios previos. La capacidad para discriminar entre diferentes
NTPs (especificidad) fue también caracterizada, aunque parcialmente, en algunos de tales estudios
(14, 15, 23, 56). Por nuestra parte establecimos la especificidad de la NS3 por estos nucleótidos de
acuerdo al cociente kcat/KM (Figuras 1 y 2 y Tablas 1, 2 y 4). Encontramos que, en ausencia de ARN,
tanto  la  forma  completa  NS3f  como  el  dominio  helicasa  aislado  NS3h  muestran  una  leve
preferencia (una variación de entre 1 a 3 veces en el valor de kcat/KM) por los nucleótidos purínicos
(ATP y GTP) respecto de los pirimidínicos (CTP y UTP). Por otro lado, en presencia de ARN
(cantidad  saturante  de  poli(A))  se  acentuó  dicha  preferencia  por  los  nucleótidos  purínicos,
resultando el valor de kcat/KM para el ATP y GTP unas 5 a 12 veces mayor que para CTP y UTP.
Tanto la promiscuidad de la NS3 frente a sustratos NTPs como su escasa especificidad se condicen
con la observación hecha en estudios cristalográficos de que la ribosa y la base del nucleótido unido
a la NS3 del VD estarían expuestos al solvente mientras que el trifosfato se encuentra inaccesible
entre los dos dominios símil-RecA del motor (4) y podrían estar asociadas a la ausencia del motivo
Q en las helicasas NS3 DExH, el  cual parece mediar contactos con la adenina del ATP en las
helicasas más específicas del grupo DEAD-box (57, 58).
Una observación adicional  es  que los  valores   del  cociente  kcat/KM,  que representa la  constante
aparente de segundo orden para la formación del complejo enzima-sustrato, se encuentran muy por
debajo -en el orden de 104 a 105 M-1s-1- de los valores esperados para una reacción bimolecular
controlada por difusión (108-109 M-1s-1). En términos del mecanismo molecular de la hidrólisis de
NTPs catalizada por la NS3, este hecho indica que, si existe un paso que controla la velocidad del
ciclo catalítico, éste debe ser posterior a cualquier paso difusional que integre las reacciones del
ciclo (35).
Los NTPs son hidrolizados en un mismo sitio catalítico.
Un interrogante adicional respecto de la actividad NTPasa de la NS3 es si todos los sustratos son
hidrolizados en el mismo o en diferentes sitios catalíticos. Varios resultados presentados en trabajos
previos son compatibles con la idea de que hay un único sitio catalítico involucrado en la actividad
NTPasa así como en la actividad ARNTPasa (15, 19, 56). En este trabajo examinamos esta cuestión
realizando experimentos de competencia en los que dos sustratos NTPs se encontraban presentes al
mismo tiempo en el medio de reacción. Los gráficos de competencia obtenidos de esta manera no
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presentaron un valor  máximo en  los  valores  intermedios  de  x (Figura 3)  lo  cual  indica  que  la
presencia  de  uno  de  los  nucleótidos  inhibe  la  reacción  del  otro  (47).  Estos  resultados  son
compatibles  con  diferentes  modelos  cinéticos  que  contemplen  alguna  de  las  siguientes
posibilidades:
1. un único sitio catalítico para todos los sustratos;
2. múltiples sitios idénticos e independientes para todos los sustratos;
3. un sitio catalítico para cada sustrato con inhibición cruzada siendo que (a) cada sustrato
presenta un valor de KM igual al valor de K0.5 para el efecto inhibitorio sobre el sitio del otro
sustrato  o  bien  (b)  las  concentraciones  de  sustratos  empleadas  fueron  fortuitamente
seleccionados de modo que se simplifican términos de la ecuación de velocidad y se obtiene
la  misma  expresión  que  para  los  modelos  (1)  y  (2),  aún  siendo  que  las  reacciones  no
compiten entre sí (47).
Con el fin de asignar una de estas posibilidades a la actividad NTPasa de la NS3, hacemos las
siguientes consideraciones. Es poco probable que la alternativa de inhibición cruzada (3a y 3b) sea
la  causa  de  los  resultados  observados  dado que ello  requeriría  que  la  cancelación  de  términos
fortuita mencionada en 3a y 3b se cumpla para cada par de sustratos ensayado. En cuanto a las otras
dos posibilidades 1 y 2, debe notarse que nuestros resultados no proveen la información necesaria
para distinguir entre éstas. Esto es así porque las medidas de velocidad en condiciones de estado
estacionario no pueden distinguir  ente modelos que involucren uno o múltiples sitios catalíticos
idénticos  e  independientes.  La  única  información  experimental  disponible  sobre  esta  cuestión
proviene  de  estudios  cristalográficos,  en  los  que  se  observó  que  el  ADP  y  análogos  de  ATP
aparecen unidos en un único sitio de unión en todas las estructuras resueltas (21). Considerada junto
con nuestros resultados, toda la información disponible apoya la idea de que un único sitio catalítico
de la NS3 del virus del dengue da cuenta de su actividad NTPasa.
Efecto del ARN sobre la actividad NTPasa de la NS3
Una conclusión general  que puede extraerse  de la  literatura  es  que la  actividad NTPasa de las
helicasas  es  estimulada  por  la  unión  a  ácidos  nucleicos.  Sin  embargo,  en  algunos  casos  se
observaron efectos inhibitorios  a bajas concentraciones  de ATP  (59) así  como dependencias  no
monotónicas de la actividad ATPasa respecto de la concentración de ácido nucleico (60). En este
contexto, los resultados presentados acá muestran que el valor de la constante catalítica kcat obtenido
a concentraciones saturantes de ARN es aproximadamente 10 veces mayor que en ausencia de ARN
y que el efecto del ARN sobre la actividad ATPasa no es monotónico a bajas concentraciones de
ATP (Figuras 5-9).
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En la búsqueda de un modelo cinético mínimo que permita describir los resultados experimentales,
analizamos el modelo clásico de modulación, que contempla tanto la inhibición por el modulador a
bajas concentraciones de sustrato como la dependencia no monótona de la actividad enzimática
respecto  de  la  concentración  de  modulador  (50,  51,  53).  No  obstante,  como  mencionamos
previamente,  este modelo no proveyó un ajuste satisfactorio a los resultados experimentales. La
dependencia no monótona de kcat respecto de la concentración de poli(C) no puede ser predicha por
este  modelo dado que sólo contempla  un aumento  monótono de  kcat hasta  alcanzar  el  valor  de
saturación.  En  segundo  lugar  y  de  modo  más  general,  el  ajuste  global  del  modelo  clásico  de
modulación a todos los resultados experimentales presentó un marcado sesgo. Todos los conjuntos
de valores de parámetros obtenidos de los mejores ajustes predijeron dependencias monótonas de la
actividad ATPasa respecto de la concentración de ARN. Es decir, si bien estos ajustes sí predijeron
efectos inhibitorios -a bajas concentraciones de ATP-, la inhibición no fue seguida en ningún caso
de un aumento de la actividad ATPasa. Estas observaciones nos sugirieron que la inhibición de la
NS3 fue más marcada -a los valores mencionados de la relación bases/NS3- de lo que el modelo
clásico de modulación podía predecir.
Un marco teórico relevante para analizar el efecto de ácidos nucleicos sobre la actividad ATPasa de
helicasas  en  condiciones  de  estado  estacionario  fue  desarrollado  por  Young  et  al. (61) y  fue
aplicado recientemente  por  Rad  et  al. (62).  En este  formalismo la  dependencia  de la  actividad
ATPasa  -a  una  concentración  dada  de  ATP-  respecto  de  la  longitud  del  ácido  nucléico  es
relacionada con la capacidad de locomoción de la helicasas. Hay varias razones por las que no
pudimos aplicar este formalismo al análisis de nuestros resultados. En particular, la inhibición de la
actividad ATPasa a bajos valores de la relación de bases por NS3 es observada en condiciones en
las que el formalismo de Young no puede ser aplicado. Esto es, no se cumple el requisito de que la
concentración  total  de  sitios  de  unión  sobre  el  retículo  (ARN)  sea  mucho  mayor  que  la
concentración de enzima.
Sin invocar  ningún mecanismo de  activación  (como sí  se  hace  en el  formalismo de Young) y
apoyándose sobre estudios de unión en equilibrio Wong et al. (60) han explicado satisfactoriamente
la  dependencia  compleja  de  la  actividad  ATPasa  de  la  helicasa  Rep  de  E.  coli respecto  de  la
concetración  de  ADN en  términos  de  la  distribución  de  la  enzima  entre  diferentes  estados  de
asociación  Rep-ADN  (60).  Allí  los  autores  demuestran  que,  si  una  helicasa  particular  presenta
estados oligoméricos que pueden dar lugar a diferentes estados de asociación tras la unión a ácidos
nucleicos,  es  esperable  observar  una  dependencia  compleja  de  la  actividad  ATPasa  de  estado
estacionario respecto de la concentración de ácido nucleico como resultado de diferencias en la
actividad ATPasa de cada estado de asociación. Para la NS3 del VD, sin embargo, contamos con
evidencia de que no es aplicable esta explicación. Resultados provenientes de medidas de dispersión
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luminosa  y  de  experimentos  de  unión  en  equilibrio  revelaron  que  la  NS3h  es  una  proteína
monomérica que une oligonucleótidos cortos de ARNcs con una estequiometría 1:1 y con una única
constante intrínseca de asociación (ver PARTE II).
El modelo cinético esquematizado en la Figura 11, construido sobre la base de las consideraciones
descriptas  previamente,  fue  capaz  de  describir  el  efecto  de  la  concentración  de  ARN sobre  la
actividad ATPasa. Este modelo predice que el valor de la constante de disociación ARN-NS3 toma
un valor de alrededor de 10 nM, el cual es semejante al obtenido por experimentos de unión en
equilibrio  (ver  Material  Suplementario  I).  Adicionalmente,  a  pesar  de que el  ARN produjo un
aumento en el valor de la  KM -una disminución en la afinidad aparente- de las curvas de sustrato
para el ATP (Figura 5) el modelo predijo que la afinidad (de equilibrio) por el ATP se incrementa
tras la unión de la NS3 al ARN (Tabla 3). Este efecto del ARN sobre la afinidad de la NS3 por el
ATP es opuesto al observado para la NS3 del virus de hepatitis C (HCV) (59, 63, 64) y requiere ser
corroborado mediante experimentos de unión en equilibrio. Finalmente, vale la pena notar que el
valor  del  tamaño  del  sitio  ocluido,  m,  proveniente  del  ajuste  del  modelo  a  los  resultados
experimentales  (de  11  bases  por  NS3)  es  cercano  al  valor  inferido  a  partir  de  estudios
cristalográficos (21).
Con el propósito de explicar nuestros resultados sobre la base de las consideraciones descriptas
anteriormente (ver Modelo cinético para el efecto del ARN sobre la actividad ATPasa de la NS3)
postulamos la hipótesis de que la inhibición observada a valores bajos de la relación bases/NS3 es el
resultado del apiñamiento de moléculas de NS3 a lo largo del retículo de ARN. En el  modelo
cinético presentado la inhibición por apiñamiento implica que la NS3 unida a una hebra dada de
ARN afecta la actividad de otras moléculas de NS3 unidas a la misma hebra. Podemos plantear  al
menos tres mecanismos moleculares mediante los cuales la NS3 pueda afectar la actividad ATPasa
de otras  moléculas  de  NS3 localizadas  en  su vecindad:  (1)  a  través  del  ocultamiento  del  sitio
catalítico de la actividad ATPasa por la mera proximidad lateral de moléculas de NS3; (2) mediante
cambios alostéricos en el sitio ATPasa inducido por la interacción entre moléculas adyacentes de
NS3 o (3) mediante el bloqueo estérico de los cambios conformacionales involucrados en el ciclo
catalítico de la actividad ATPasa.
Puede identificarse cada una de estas posibilidades con algunas de las asignaciones de los estados
apiñados y no apiñados formulados anteriormente: la primera, con los modelos cinéticos en los que
la NS3 se inactiva al encontrarse unida a sitios contiguos dobles o a la mitad de los sitios contiguos
simples (asignación 3); las otras dos posibilidades son compatibles con todas las asignaciones salvo
que, para la posibilidad 2, debe incluirse en el modelo un factor de cooperatividad que afecte la
unión de la NS3 al ARN.
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Respecto al mecanismo molecular 1, las estructuras cristalográficas disponibles de la NS3 unida a
ARN muestran que el sitio de unión a nucleótido de la NS3 del VD se abre casi perpendicularmente
a la dirección de la cadena de ARN (21). Esta observación es difícil de conciliar con la oclusión del
sitio catalítico ATPasa producto de la proximidad lateral de moléculas adyacentes de NS3.
El segundo mecanismo molecular posible (2), involucra efectos alostéricos entre el sitio catalítico
ATPasa y la interacción NS3-NS3 facilitada por proximidad lateral. Ahora bien, dado que el sitio
catalítico ATPasa interacciona alostéricamente con el sitio de unión al ARN, el alosterismo con tal
interacción NS3-NS3 debería manifestarse también sobre la unión al ARN. Esto se manifestaría
como cooperatividad (negativa o positiva) en la unión de múltiples moléculas de NS3 al ARN, tal
como se observó en muchas otras helicasas (puede encontrarse recopilaciones en Wolfe et al. 1992
(65) y Lohman y Mascotti 1992 (66)). Incorporamos y ajustamos un parámetro de cooperatividad
en los modelos cinéticos  ensayados bajo las tres posibles asignaciones.  La introducción de este
parámetro  no  mejoró  el  ajuste  a  los  resultados  experimentales  y  su  valor  de  ajuste  quedó
pobremente definido por los resultados.
Un  caso  particular  representativo  del  último  mecanismo  molecular  (3)  es  uno  en  el  que  la
locomoción  de  una  dada  molécula  de  NS3  a  lo  largo  del  ARN sea  bloqueada  por  moléculas
adyacentes de NS3 y en el que tal bloqueo interrumpa el progreso del ciclo catalítico. Esta forma de
inhibición sería entonces el resultado del acople estricto entre la actividad ATPasa y la locomoción
de  la  NS3  a  lo  largo  del  retículo  de  ARN.  El  acople  estricto  entre  la  actividad  ATPasa  y  la
locomoción implica que cada uno de estos procesos funciona a condición de que también el otro
funcione y es una propiedad característica de los mecanismos de a pasos (stepping mechanisms) -en
contraste  con  los  mecanismos  de  trinquete  browniano  (brownian  ratchet  mechanisms)-  para  el
funcionamiento de helicasas propuestos en la literatura  (8, 67). En este sentido, existe evidencia
experimental tanto a favor como en contra de esta idea. La mayoría sino todos los resultados a favor
de este  tipo de mecanismo provienen de la  determinación de el  número de moléculas  de ATP
hidrolizadas en cada paso de locomoción o de desplegamiento de dobles hebras (ver por ejemplo
Dillingham  et al. (68), la primer medida directa de la eficiencia de acople de una helicasa; ver
también Slatter  et al. 2009  (69) y Tomko  et al. 2007  (70)). En el contexto del modelo cinético
presentado arriba, la asignación 3 es la implementación de la posibilidad de que la inhibición de una
dada molécula de NS3 es solamente producida por la presencia de proteínas adyacentes en uno de
sus  lados,  y  entonces  puede  ser  considerada  como  una  representación  de  un  mecanismo  de
inhibición por bloqueo de la locomoción. Naturalmente, los resultados presentados en este trabajo
no dan respuesta a la cuestión de si la NS3 del VD funciona por un mecanismo de acople estricto,
pero  dada  la  relevancia  de  este  problema para  la  comprensión del  proceso  de transducción de
energía empleado por las helicasas,  vale la pena explorar en más profundidad la posibilidad de
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obtener información valiosa sobre esta cuestión a partir de medidas del efecto de ácidos nucleicos
de cadena simple de gran longitud sobre la actividad ATPasa en estado estacionario.
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Material Suplementario I.
Deducción del número de sitios aislados (ais), contiguos simples (cs) y contiguos dobles (cd)
por base.
Siguiendo el razonamiento elaborado por McGhee et al. (54), el número medio de sitios libres por
base de ácido nucleico es factorizado en el producto entre otras dos cantidades medias: el número
de brechas (compuestas de bases libres entre dos ligandos vecinos) por base y el número de sitios
libres por brecha. Es decir,
<sitios por base> = <brechas por base> .<sitios por brecha> (SI-1)
El número medio de brechas por base se calcula fácilmente a partir del número medio de ligandos
(NS3) unidos por retículo (ARN), <B>, dividido por la longitud promedio del retículo, L:
<brechas por base> = <B>+1L = θ +
1
L ≈ θ
(SI-2)
donde θ, una medida de la densidad de unión, es el número de ligandos unidos por base siendo para
el modelo de la Figura 11 (ver texto principal):
θ =
[HRAp]+[HRnAp]+[HTRAp]+[HTRnAp]
[ bases ]tot
(SI-3)
La aproximación en la Ecuación 2 es válida cuando L aumenta y se vuelve exacta cuando tiende a
infinito -de aquí que las ecuaciones resultantes describan un comportamiento límite. Dado que el
número de sitios en una brecha de tamaño g es (g – m + 1), donde m es el tamaño de sitio ocluido, el
número medio de sitios por brecha puede calcularse a partir de la distribución de probabilidad del
tamaño de las brechas, Pg, según:
<sitios por brecha> = ∑g=m
L
(g−m+1)Pg (SI-4)
donde la suma se extiende desde una brecha de tamaño  m porque las brechas más pequeñas no
aportan  sitios  de  unión (Pg =  0  para  g < m).  Para  resolver  Pg McGhee  et  al. (54) emplearon
probabilidades condicionales de hallar una base en un estado libre (l) u ocupado (o) dado que la
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base previa se encuentre en el estado  l u  o. Puesto que luego de una base libre solo es posible
encontrar  otra  base  libre  o  la  primera  base  ocupada  por  un  ligando,  se  satisface  la  siguiente
igualdad:
(l l)+(lo1)+(lo2)+...+(lom) = (l l ) + (lo1) = 1 (SI-5)
donde los términos (ij) son probabilidades condicionales de encontrar una base en el estado j siendo
que la anterior se encuentra en el estado i; los subíndices en o indican la posición entre las m bases
ocupadas por cada ligando. Del mismo modo, solo la última posición ocupada por un ligando, om,
puede se seguida por una base libre, mientras que las otras posiciones pertenecientes al sitio ocluido
deben se seguidas por una base ocupada. Por lo tanto, se cumple la siguiente relación:
(oml)+(omo1)+(omo2)+ ...+(omom) = (om l) + (omo1) = 1 (SI-6)
Las cuatro probabilidades condicionales que no se anulan quedan unívocamente determinadas a
través de las siguientes expresiones:
(1−m θ)(l l) + θ(om l) = (1−mθ) (SI-7)
(l l)(omo1)
(l b1)(om l)
= ω (SI-8)
donde ω es un parámetro de cooperatividad (ver texto principal). La primera ecuación resulta del
hecho de que es posible elegir una base libre de la fracción de bases no ocupadas (1 – mθ) de dos
maneras mutuamente excluyentes: del lado derecho de una base libre o de una base ocupada. La
segunda ecuación expresa el cociente de probabilidades de encontrar dos ligandos contiguos (en
contacto) y de encontrarlos separados por bases libres (ver McGhee et al. (54)). Es estrictamente
válida  solo  bajo  condiciones  de  equilibrio  pero  su  aplicabilidad  puede extenderse  al  caso  más
general  de  equilibrio  de  retículo (71),  una  condición  hipotética  en  la  que  los  ligandos  unidos
alcanzan la misma distribución sobre el retículo que la predicha para una condición de equilibrio
con la misma cantidad de ligandos unidos. Por este motivo, al hacer uso de esta ecuación y las
derivadas a partir de ella, permanecerá implícita la suposición de que se cumple el equilibrio de
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retículo durante los cursos temporales de hidrólisis de ATP a partir de los cuales se obtuvieron las
medidas de actividad ATPasa.
En términos de las probabilidades condicionales la distribución de los tamaños de brechas puede
expresarse como:
Pg = (oml)(l l)
g−1(l o1) (SI-9)
Pueden distinguirse tres tipos de sitios de unión sobre el retículo de ARN: aislados (ais), contiguos
simples (cs) y contiguos dobles (cd). Para computar el número de estos sitios se considera que,
dentro de una brecha de g unidades de longitud, el número de sitios aislados es menor en dos bases
al número de sitios totales y es igual a (g – m – 1), mientras que el número de sitios contiguos
simples es 2. Para el caso de sitios contiguos dobles es fácil  verificar que estos solo ocurre en
brechas de longitud igual a m. Por lo tanto tenemos (cf. ecuaciones 14a-c en McGhee et al. (54)):
<sitios aislados por brecha> = ∑g=m+2
∞
(g−m−1)Pg=
(om l)(l l)
m+1
(l o1)
(SI-10)
<sitios contiguos simples por brecha> = ∑g=m+1
∞
2Pg = 2(om l)( l l)
m
(SI-11)
<sitios contiguos dobles por brecha> = Pm = (oml)(l l)
m−1(l o1) (SI-12)
La suma de estas expresiones es simplemente el número medio del total de sitios libres por brecha:
<sitios por brecha> = ∑g=m
∞
(g−m+1)Pg=
(om l)(l l )
m−1
(l o1)
(SI-13)
Por último, el valor medio del número de sitios por base puede obtenerse ahora sustituyendo las
ecuaciones 2, 10, 11 y 12 en las siguientes expresiones:
f ais(θ ,m) = <sitios aislados por base>
= <brechas por base> .<sitios aislados por brecha> (SI-14)
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f cs(θ ,m) = <sitios contiguos simples por base>
= <brechas por base> .<sitios contiguos simples por brecha>
(SI-15)
f cd(θ ,m) = <sitios contiguos dobles por base>
= <brechas por base> .<sitios contiguos dobles por brecha>
(SI-16)
f tot(θ ,m) = <sitios por base> = <brechas por base> .<sitios por brecha> (SI-17)
Probamos tres definiciones posibles de los estados apiñado y no apiñado de la NS3 unida al ARN
en los cuales es incapaz o capaz, respectivamente, de catalizar la hidrólisis de ATP:
(1) las moléculas de NS3 unidas a sitios contiguos simples o dobles se encuentran en el estado
apiñado;  esto  es,  solo  las  moléculas  de  NS3 en  sitios  aislados  se  encuentran  en  el  estados no
apiñado (son activas);
(2) las moléculas de NS3 unidas en sitios aislados y contiguos simples se encuentran en el estado no
apiñado; es decir, solo las unidas en sitios contiguos dobles se encuentran en el estado apiñado;
(3) las moléculas de NS3 en un medio de los sitios contiguos simples y en los sitios contiguos
dobles  se  encuentran  en  el  estado  apiñado;  esta  posibilidad  corresponde  a  un  modelo  de
apiñamiento de la NS3 sobre el ARN por la presencia de otra molécula de NS3 contigua en uno de
sus lados (ver abajo).
Para cualquiera de estas definiciones el número de sitios de unión apiñados y no apiñados por base,
fAp(θ,m) y fnAp(θ,m), puede expresarse de la siguiente manera:
f Ap(θ ,m) = ω
2 f cd(θ ,m) +
1
2 ω f cs (θ ,m) . s (SI-18)
f nAp(θ ,m) = f ais(θ ,m) +
1
2 ω f cs (θ ,m) .(2−s) (SI-19)
donde s es el número de lados de una molécula de NS3 unida que deben ser adyacentes contiguas a
una base libre para que la proteína se encuentre en el estado no apiñado (activo). Toma los valore 2,
1 y 0, respectivamente, para las definiciones (1), (2) y (3) de los estados apiñados y no apìñados. La
suposición implícita en las Ecuaciones 25-26 es que los vecinos contiguos 5’ y 3’ se presentan con
la misma probabilidad y por lo tanto contribuyen por igual al número de sitios contiguos simples.
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PARTE II
Caracterización termodinámica de la interacción
entre la proteína NS3 helicasa y el ARN de cadena
simple.2
2 Los resultados presentados en este apartado fueron publicados en el artículo Monomeric nature of dengue virus NS3
helicase and thermodynamic analysis of the interaction with single-stranded RNA (2014). Nucleic Acids Research 42 :
11668-11686.
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Resultados II.
Determinación del estado oligomérico de la helicasa NS3 del virus del dengue
Un conocimiento casi indispensable con el que hay que disponer para estudiar la interacción de la
NS3h  con  ácidos  nucleicos  y  ligandos  de  su  ciclo  de  catálisis  NTPasa,  es  necesario  conocer
previamente los estados oligoméricos que presenta la proteína libre y la unida a estos ligandos (1,
72). Dado que es recomendable llevar a cabo esta tarea por métodos independientes a los empleados
para estudiar la unión de los ligandos, llevamos a cabo experimentos de PFG-NMR y SEC-SLS
para estudiar la posible oligomerización de la NS3h.
Medidas del radio hidrodinámico por espectroscopía PFG-NMR.
La autodifusión se define como el movimiento de traslación resultante del movimiento aleatorio de
una  molécula  en  ausencia  de  un  gradiente  de  concentración.  El  coeficiente  de  difusión  de  la
partícula  (D)  depende  del  tamaño  y  forma  moleculares.  Por  esta  razón,  un  incremento  en  el
volumen hidrodinámico de una partícula producto de su autoasociación puede evidenciarse como
una disminución en el valor de D al incrementar la concentración de la misma. La espectroscopía de
resonancia  magnética  nuclear  (NMR)  en  gradientes  de  campos  pulsados  (PFG)  es  una  técnica
empleada para la medida de coeficientes  de disusión  (73-75).  En las técnicas de PFG-NMR se
aplica un gradiente de campo magnético a través del tubo de NMR, se deja que las moléculas
difundan durante un tiempo y luego se extingue el gradiente de campo magnético. D se determina
mediante la medida de la atenuación de la señal de NMR (40) y su valor puede transformarse en el
radio hidrodinámico efectivo (Rh) de la molécula aplicando la ecuación de Stokes-Einstein (ver
sección Materiales y Métodos).
Realizamos  experimentos  de  PFG-NMR  a  diferentes  concentraciones  de  NS3h  en  cuatro
condiciones experimentales: (i) NS3h, (ii) NS3h más un oligonucleótido 10-mero (R10), (iii) NS3h
más un análogo nohidrolizable del ATP, AMP-PNP, y (iv) NS3h más R10 más AMP-PNP (ver
sección Materiales y Métodos y Figura M1). Para cada condición experimental ensayada se graficó
el decaimiento exponencial de la intensidad de resonancia en función del cuadrado de la amplitud
del gradiente (gráficos de atenuación), tanto para la NS3h como para el estándar interno (dioxano)
(Figura 12). El valor del término exponencial  d en la Ecuación 1 correspondiente a cada curva se
obtuvo  por  análisis  de  regresión  no  lineal  y  luego  se  empleó  para  calcular  Rh de  acuerdo  al
procedimiento descripto en la sección Materiales y Métodos.
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Figura 12. Gráficos de atenuación de PFG-NMR. Gráficos de atenuación para la NS3h 250 µM (A), NS3h 100 µM
más R10 100 µM (B), NS3h 70 µM más AMP-PNP 2.5 mM (C), NS3h 120 µM más R 10 130 µM y AMP-PNP 2.5 mM
(D) y para el estándar interno dioxano (E). El retardo de difusión fue configurado en 200, 235, 220, 252 y 15 ms para la
NS3h, NS3h + ARN, NS3h + AMP-PNP, NS3h + ARN + AMP-PNP y dioxano, respectivamente. Las lineas continuas
son gráficos de funciones monoexponenciales con valores de parámetros que brindaron el mejor ajuste de la Ecuación 1
a los resultados experimentales. Dichos parámetros se obtuvieron por análisis de regresión no lineal. La magnitud del
término exponencial  d (Ecuación 1) fue empleada para  calcular el radio hidrodinámico efectivo de la NS3h como se
describe en Materiales y Métodos.
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Figura 13. Radio hidrodinámico efectivo de la NS3h. Los experimentos de PFG-NMR fueron realizados en cuatro
condiciones experimentales: NS3h (triángulos), NS3h + R10 (círculos), NS3h + AMP-PNP (diamantes) y NS3h + R10 +
AMP-PNP (cuadrados). Los experimentos fueron realizados en un medio conteniendo Tris-HCl 10 mM (pH 7.0), KCl
100 mM, DTT 1.0 mM y MgCl2 2.0 mM, en D2O 10 % y a 27 °C. Las barras verticales representan los intervalos de
confianza del 95% para los valores de Rh calculados por propagación del error a partir de los errores estándar de los
valores estimados de ddiox y dNS3h (Ecuación M1). Los valores medios de Rh (± error estándar) son 3.0 (± 0.1) nm para la
NS3h, 3.1 (± 0.1) nm para la NS3h + R10, 2.8 (± 0.3) nm para la NS3h + AMP-PNP y 2.9 (± 0.2) nm para la NS3h + R10
+ AMP-PNP.
En las condiciones  experimentales  ensayadas no se observaron variaciones  significativas  en los
valores de Rh al variar la concentración de NS3h (Figura 13). Si bien los valores medios de Rh para
cada  condición  (promediados  sobre  las  diferentes  concentraciones  de  NS3h)  no  difirieron
significativamente entre sí, mostraron la siguiente tendencia: la adición del oligonucleótido provocó
un aumento en el  valor  de  Rh mientras  que la  adición  de AMP-PNP provocó una disminución
(Figura 13).
Determinaciones  por  SEC-SLS del  peso molecular  de  la  NS3h en  ausencia  y  en  presencia  de
ARNcs.
Los  experimentos  de  cromatografía  de  exclusión  molecula  (SEC)-dispersión  luminosa  estática
(SLS) fueron realizados  con el  fin de determinar  el  peso molecular  de la  NS3h libre y de los
complejos  NS3h-ARNcs.  Para ello,  la  NS3h a una concentración  de 15 µM, en ausencia  o en
presencia del ARN 10-mero a 30 µM, fue incubada a temperatura ambiente en el buffer de corrida
(HEPES 25 mM / KOH (pH 7.0), KCl 60 mM, glicerol 5% v/v, DTT 0.20 mM, MgCl2 2.0 mM y
EDTA 0.10 mM) e inyectada en una columna de filtración en gel acoplada en serie a un equipo de
SLS (ver sección Materiales y Métodos).
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El análisis de los perfiles de elusión indica la presencia de un único estado de agregación de la
NS3h con un único valor de peso molecular (Figura 14): 53 ± 2 kDa para la NS3h libre y 55 ± 2
kDa para el complejo con el oligonucleótido R10. Estos valores son concordantes con los valores
teóricos esperados para un monómero de NS3h: 53.4 kDa para la NS3h libre y 56.6 kDa para el
complejo.
Figura 14. Determinaciones del peso molecular de la NS3h por dispersión luminosa estática.  Se muestran los
perfiles de elusión de la cromatografía de exclusión molecular para la NS3h sola (linea continua negra) y para una
mezcla 1:2 de NS3h y oligonucleótido R10 (linea solida roja) monitoreados con la absorbancia a 280 nm (eje de la
izquierda). A partir de la dispersión a 90° se calcularon los pesos moleculares (eje de la derecha) correspondientes al
pico de elusión de la NS3h sola (puntos negros) como para el de el complejo NS3h ARN (puntos rojos). Los valores
medios de los pesos moleculares (± error estándar) son 53 (± 2) kDa para la NS3h libre y 55 (± 2) kDa para el complejo
NS3h-ARN.
Por lo tanto, nuestros resultados indican que la NS3h se comporta como un monómero en solución
aún en presencia de ARNcs corto y, según los experimentos de PFG-NMR, el estado oligomérico
no cambia al modificarse la concentración de proteína hasta los 250 µM.
Unión de la NS3h del virus del dengue al ARNcs.
Con el objetivo de estudiar la interacción entre el ARNcs y la NS3h, llevamos a cabo una serie de
estudios  cuantitativos  empleando  oligonucleótidos  de  ARNcs de  diferente  longitud  y secuencia
(Tabla M1). El conjunto principal de dichos oligonucleótidos contiene una secuencia repetida de
cinco  nucleótidos  (AGUUG) correspondiente  a  los  primeros  cinco  nucleótidos  del  genoma del
serotipo 2 del VD (Referencia NCBI de la secuencia: NC_001474.2; ver Tabla M1).
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Titulaciones fluorimétricas de oligonucleótidos de ARN marcados con fluoresceína.
La asociación de la NS3h con ARNcs no es acompañada por cambios adecuados en la fluorescencia
de la proteína como para examinar el proceso de unión. Sin embargo, encontramos que la formación
de complejos  entre  la NS3h y oligonucleótidos de ARNcs marcados con un grupo fluroesceína
produce un notable aumento de la emisión de fluorescencia del fluoróforo tras su excitación a una
longitud de onda de 495 nm, correspondiente a un pico de absorbancia y de excitación de el grupo
fluoresceína (Figuras  15 y  19).  Dicho cambio de fluorescencia brinda una señal  adecuada para
seguir la asociación de la NS3h con ARNcs y, eventualmente, para realizar medidas con el objetivo
de determinar el mecanismo de la asociación helicasa-ARNcs.
Figura 15. Absorbancia del oligonucleótido de ARN marcado con fluoresceína f-p-R10 en buffer B. El coeficiente
de extinción ε fue calculado a partir de medidas de absorbancia usando como referencia el valor a 260 nm provisto por
el fabricante (ε260 nm = 0.128 µM-1 cm-1). El pico a ~ 260 nm se debe principalmente a los residuos nucleotídicos del
ARN y el pico a ~ 490 nm se debe al grupo fluoresceína.
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Figura 16. Efecto de la NS3h sobre los espectros de emisión de fluorescencia de los oligonucleótidos f-p-R al
excitar  a 495 nm. Se muestran ejemplos representativos de los espectros  de emisión de fluorescencia  registrados
durante las titulaciones de los oligonucleótidos f-p-R con la NS3h. Las condiciones experimentales son las mismas que
las indicadas en la figura siguiente (Figura 17) y en  Materiales y Métodos. El centro de masa de los espectros de
emisión de todos los oligonucleótidos marcados con fluoresceína presentó un corrimiento hacia el rojo de ~ 2 nm tras la
unión de la NS3h (datos no mostrados).
Realizamos titulaciones fluorimétricas de oligonucleótidos de ARNcs marcados con fluoresceína
de diferentes longitudes (5-, 10-, 12-, 15-, 18- y 20-meros) con NS3h, a dos o tres concentraciones
diferentes  del  oligonucleótido  en  buffer  B  a  30°C  (Figura  17).  A  mayor  concentración  de
oligonucleótido se requirió más proteína para obtener el mismo valor de ΔFrel (definido en Ec. M3).
Ello es así porque a mayor concentración de ARN se requiere de mayor cantidad de proteína para
obtener  el  mismo  grado  de  unión.  Las  curvas  de  titulación  de  5-mero  a  42  y  400  nM  se
superpusieron (Figura 17 A), mientras que para los demás oligonucleótidos se obtuvo separación de
las curvas de titulación hasta al menos un 80% de la saturación (Figuras 17 B-F).
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Figura 17. Titulaciones fluorimétricas de oligonucleótidos de distinta longitud marcados en 5’ con fluoresceína
con NS3h. La unión de la NS3h a los oligonucleótidos se siguió registrando el aumento relativo de flurescencia tras
excitar a 495 nm. (A-F) Las titulaciones fueron realizadas en buffer B a 30 °C a las concentraciones de oligonucleótidos
f-p-R (ver  Tabla M1) indicadas en los gráficos.  Las lineas coloreadas discontinuas son simulaciones basadas en la
Ecuación M11 (A-D) o en la Ecuación M12 (E y F) con los valores de parámetros mostrados en la Tabla 5, los cuales a
su vez fueron obtenidos por al ajuste simultáneo por regresión no lineal de mínimos cuadrados a los resultados de cada
conjunto de curvas de titulación. Las lineas negras continuas son simulaciones del modelo termodinámico estadístico
con  los  valores  de  parámetros  mostrados  en  las  Tabla  9 y  10.  (G-K)  La  dependencia  del  aumento  relativo  de
fluorescencia respecto de la densidad de unión (ν) fue obtenida como se explica en Materiales y Métodos. Las lineas
rectas continuas son ajustes lineales de mínimos cuadrados que siguen la tendencia lineal inicial de los gráficos y no
tienen  una  base  teórica.  Las  lineas  discontinuas  horizontales  indican  el  valor  de  aumento  relativo  máximo de  la
fluorescencia ΔFmax obtenido en cada conjunto de curvas de titulación.
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Con la excepción del 5-mero, las curvas de titulación fluorimétricas mostradas en la Figura 17 B-F
fueron analizadas con el procedimiento cuantitativo descripto en Materiales y Métodos para obtener
parámetros  termodinámicos  de  la  unión  independientes  de  cualquier  suposición  acerca  de  la
relación entre la señal observada y la densidad de unión (ν) (41).
La Figura 17 G-K muestra la dependencia de ΔFrel respecto de ν para los 10-, 12-, 15-, 18- y 20-
meros de ARN. La extrapolación al valor máximo de ΔFrel, ΔFmax, provee el valor máximo de ν, es
decir, el número máximo de moléculas de NS3h que pueden unirse a una misma molécula de ARN.
Este análisis indica que una única molécula de NS3h se une a los 10-, 12- y 15-meros (νmax ≈ 1).
Para los 18- y 20-meros de ARN, en cambio, la extrapolación de la fase lineal inicial hasta ν = 1 da
cuenta del 88% ± 1% y 71% ± 1% del aumento máximo de fluorescencia, lo cual indica que νmax ≥
2. Es decir, los resultados son consistentes con la unión de una segunda molécula de NS3h a estos
oligonucleótidos acompañada por una menor aumento relativo de la fluorescencia que la la unión de
la primera molécula.
Tomando en cuenta estas estequiometrías, las curvas de titulación de los 5-, 10-, 12- y 15-meros  se
analizaron empleando una isoterma de unión de un sitio:
Δ F rel=Δ F max .ν=Δ F max .[ K1[NS3h ]1+K 1[NS3h ] ] (11)
mientras que la unión secuencial de dos moléculas de NS3h a los 18- y 20-meros fue analizada
empleando una isoterma de unión para dos sitios:
Δ F rel=Δ F1ν1+Δ Fmax
ν2
2
(12a)
Δ F rel=Δ F1[ K1[NS3h ]1+K1[NS3h ]+K1 K 2[NS3h ]2 ]+Δ Fmax [ K1 K 2[NS3h ]
2
1+K1[NS3h ]+K 1 K2[NS3h ]
2 ] (12b)
donde K1 y K2 son las constantes macroscópicas de unión que caracterizan la unión de la NS3h a un
oligonucleótido vacío o a un oligonucleótido con una proteína unida, respectivamente (ver Esquema
1);  ΔFmax es  el  aumento  relativo  máximo  de  fluorescencia  y  ΔF1 es  el  aumento  relativo  de
fluorescencia  asociado a  la  unión de  la  primera  molécula  de NS3h a  los  18-  y 20-meros  (ver
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Ecuación 7). Notar que las ecuaciones 11 y 12 están dadas en términos de la concentración de NS3h
libre, la cual es desconocida, y deben resolverse en términos de las concentraciones totales de NS3h
y  ARN  para  ajustar  estas  ecuaciones  a  las  curvas  de  titulación.  Cada  conjunto  de  curvas  de
titulación es bien descripto por estas ecuaciones (lineas discontinuas en la Figura 17). Los valores
de mejor ajuste de K1 y K2 se muestran en la Tabla 5.
Esquema 1. Esquema de reacción para la unión de la NS3h a oligonucleótidos de ARNcs.
f-p-R5 f-p-R10 f-p-R12 f-p-R15 f-p-R18 f-p-R20
K1 (106 M-1) 0.10 ± 0.01 11.3 ± 0.1 20.8 ± 0.5 36 ± 2 53 ± 2 68 ± 5
K2 (106 M-1) - - - - 1.5 ± 0.3 8.2 ± 0.9
ΔF1 - - - - 1.19 ± 0.01 1.06 ± 0.02
ΔFmax 1.21 ± 0.05 1.430 ± 0.003 1.380 ± 0.004 1.250 ± 0.008 1.28 ± 0.01 1.29 ± 0.01
Tabla 5. Análisis empírico de las curvas de titulación de los oligonucleótidos f-p-R. Los valores y errores estándar
de  los  parámetros  de  interacción  y  espectroscópicos  en  las  Ecuaciones  11  o  12  fueron  obtenidos  del  análisis  de
regresión no lineal de las curvas de titulación mostradas en la Figura 17.
Hallamos que la titulación con la NS3h de los oligonucleótidos marcados con fluoresceína también
se  acompañan  de  un  incremento  de  la  fluorescencia  emitida  tras  excitar  a  longitudes  de  onda
próximas al pico de absorción y excitación de aminoácidos aromáticos (Figuras 18 y 19). Aunque la
intensidad absoluta de fluorescencia fue mucho menor que al excitar a 495 nm, el aumento relativo
de fluorescencia fue alrededor de dos veces mayor al excitar a 295 nm (Figuras 17 y 20). El examen
de los  espectros  de  emisión  de  la  NS3h (295 nm →) y  de  excitación  de  los  oligonucleótidos
marcados  con  fluoresceína  (→ 522  nm)  proveen  evidencia  de  que  parte  del  incremento  de  la
fluorescencia puede atribuirse a transferencia de energía por resonancia Föster (FRET) (Figura 19). 
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Figura 18. Efecto de la NS3h sobre los espectros de emisión de fluorescencia de los oligonucleótidos f-p-R al
excitar  a  295 nm. Ejemplos  representativos  de  los  espectros  de  emisión  de  fluorescencia  registrados  durante  las
titulaciones de los oligonucleótidos f-p-R con la NS3h. Las concentraciones de oligonucleótido son idénticas a las que
se indicaron en la Figura 16. Las condiciones experiemntales son iguales a las indicadas en la Figura 17 y en Materiales
y Métodos.
Figura 19. Evidencia de transferencia de energía por resonancia Föster (FRET) entre los residuos triptofano de
la NS3h y la marca de fluoresceína en los oligonucleótidos f-p-R tras la excitación a 295 nm.  (A) Absorbancia de
la NS3h en buffer B a 30 °C. El coeficiente de extinción ε fue determinado a partir de medidas de absorbancia usando
como referencia su valor a 280 nm determinado por el método de Edelhoch (ε280 nm = 60.7 mM-1 cm-1). (B) La emisión
de fluorescencia de la NS3h se apaga por la adición de oligonucleótidos marcados con fluoresceína. Los espectros
de emisión de fluorescencia de la NS3h 0.56 µM, corregidos por la señal de fondo, a las concentraciones indicadas de f-
p-R10 fueron  registrados  tras  excitar  a  295  nm.  (C) La  unión  de  la  NS3h  a  oligonucleótidos  marcados  con
fluoresceína se acompaña por la aparición de un pico de excitación de fluorescencia a los ~ 280 nm. Los espectros
de excitación de fluorescencia -corregidos por la señal de fondo- para la NS3h (linea negra), f-p-R10 (linea azul) y para
la NS3h más f-p-R10 (linea roja) fueron registrados a 522 nm en buffer B a 30 °C. El recuadro interno muestra la
diferencia entre el espectro de excitación del f-p-R10 en presencia de NS3h (linea roja) y del f-p-R10 en ausencia de
proteína (linea azul).
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Las curvas de titulación obtenidas por el registro de esta señal (emisión total entre 510 nm y 580
nm; Figura 20) se analizaron como se indicó previamente para los resultados de la Figura 17. Los
valores de parámetros que proporcionaron el mejor ajuste a los resultados se muestran en la Tabla 6.
Dada la baja intensidad de fluroescencia y, fundamentalmente, la necesidad de corregir por filtro
interno debido a la absorbancia de proteína, consideramos más confiables los resultados obtenidos a
partir de la fluorescencia registrada tras excitar a 495 nm.
Figura 20. Titulaciones fluorimétricas de oligonucleótidos de distinta longitud marcados en 5’ con fluoresceína
con NS3h. La unión de la NS3h a los oligonucleótidos fue seguida por el cambio relativo de flurescencia tras excitar a
295 nm. Las titulaciones fueron realizadas en buffer B a 30 °C a las concentraciones indicadas de oligonucleótidos f-p-
R (ver Tabla M1). Las intensidades de fluorescencia corregidas por la señal de fondo fueron adicionalmente corregidas
por el efecto de filtro interno debido a la absorbancia de la proteína a 295 nm. El factor empleado para la corrección del
filtro interno fue 10[NS3h ]total ϵ295 nm p /2 , donde ε295 nm es el coeficiente de extinción molar de la proteína a 295 nm en el
buffer B (26.3 mM-1 cm-1, determinado por el método de Edelhoch) y p es el paso óptico de la cubeta (3.0 mm). Las
lineas continuas coloreadas son simulaciones basadas en la Ecuación 11 (A-C) o en la Ecuación 12 (D y E) con los
valores de parámetros mostrados en la Tabla 6, los cuales fueron obtenidos por análisis nolinear de mínimos cuadrados
de cada conjunto de curvas de titulación.
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f-p-R5 f-p-R10 f-p-R12 f-p-R15 f-p-R18 f-p-R20
K1 (106 M-1) 9.1 ± 0.3 19 ± 1 31 ± 1 58 ± 2 55 ± 5 9.1 ± 0.3
K2 (106 M-1) - - - 2.0 ± 0.2 3.3 ± 0.6 -
ΔF1 - - - 3.49 ± 0.03 3.46 ± 0.07 -
ΔFmax 4.47 ± 0.03 4.19 ± 0.03 4.19 ± 0.02 4.01 ± 0.02 4.27 ± 0.05 4.47 ± 0.03
Tabla 6. Análisis empírico de las curvas de titulación de los oligonucleótidos f-p-R al excitar a 295 nm.  Los
valores  y errores  estándar  de los  parámetros  de interacción  y espectroscópicos  en las  Ecuaciones  11 o 12 fueron
obtenidos por análisis de regresión no lineal de las curvas de titulación mostradas en la Figura 20.
Se llevaron a cabo experimentos de titulación adicionales empleando un oligonucleótido 10-mero
con  la  secuencia  repetitiva  AGUUG  portando  la  marca  en  su  extremo  3’  (R10-f)  y  con  otros
oligonucleótidos marcados en 5’ con fluoresceína pero de diferentes secuencias de bases (Figuras
Suplementarias  21 y 22).  Los resultados  fueron analizados  como se  describió  anteriormente  y,
cuando fue posible, se obtuvio el número máximo de moléculas de NS3h unidas por molécula de
ARN y las constantes macroscópicas de unión. Aunque las estequiometrías obtenidas coincidieron
con aquellas correspondientes a los oligonucleoidos f-p-R, se observaron menores afinidades por la
NS3h, con valores de constantes macroscópicas que difirieron hasta en un orden de magnitud (ver
Discusión). Una observación interesante es que el cambio en la afinidad y en el valor de  ΔFmax
producido al cambiar la posición de la marca de fluoresceína -del extremo 5’ al 3’ del oligómero
R10- es similar a lo informado en un estudio de la NS3h del virus de hepatitis C (76).
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Figura 21. (A) Titulaciones fluorimétricas de 10-mero marcado con fluoresceína en 3’ con la NS3h. Las lineas
continuas son simulaciones basadas en la Ecuación 11 con valores de mejor ajuste de los parámetros dados por K1 =
(3.8 ± 0.2) 106 M-1 y ΔFmax = 0.144 ± 0.001. (B) Titulaciones fluorimétricas del oligonucleótido f-p-V12. Las lineas
continuas son simulaciones basadas en la Ecuación 11 con valores de mejor ajuste de los parámetros dados por K1 =
(3.5 ± 0.2) 106 M-1 y ΔFmax = 1.52 ± 0.01.  (C) Titulaciones fluorimétricas del oligonucleótido f-p-T18. Las lineas
continuas son simulaciones basadas en la Ecuación 12 con valores de parámetros dados por K1 = (22 ± 1) 106 M-1, K2 =
(2.9  ±  0.4)  106 M-1  y ΔF1 =  2.92 ± 0.05 y ΔFmax =  3.21 ± 0.03.  (D)  Análisis  independiente  de  modelo  de  las
titulaciones fluorimétricas del f-p-T18. La dependencia del aumento relativo de fluorescencia respecto de la densidad
de unión fue obtenido como se explica en Materiales y Métodos. La linea recta continua es el ajuste lineal por mínimos
cuadrados  que sigue la  tendencia  inicial  del  gráfico y no se basa en un modelo teórico.  La unión de la NS3h al
oligonucleótido en A se siguió con el cambio relativo de la fluroescencia tras excitar a 495 nm mientras que en B-D, se
empleó una longitud de onda de excitación de 295 nm. Las titulaciones fueron realizadas en buffer B a 30 °C a las
concentraciones indicadas de oligonucleótido.
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Figura 22. Titulaciones fluorimétricas de oligonucleótidos f-p-S de distinta longitud con NS3h.  La unión de la
NS3h a los oligonucleótidos fue seguida por el aumento relativo de flurescencia tras excitar a 295 nm. Las titulaciones
fueron realizadas en buffer B a 30 °C a las concentraciones 25 nM (cuadrados azules) y 500 nM (diamantes rojos) de
los oligonucleótidos f-p-S (ver Tabla M1). Las intensidades de fluorescencia corregidas por la señal de fondo fueron
adicionalmente corregidas por el efecto de filtro interno debido a la absorbancia de la proteína a 295 nm. El factor
empleado para la corrección del filtro interno fue  10[NS3h ]total ϵ295 nm p /2 , donde ε295  nm es el coeficiente de extinción
molar de la proteína a 295 nm en el buffer B (26.3 mM-1 cm-1, determinado por el método de Edelhoch) y p es el paso
óptico de la cubeta (3.0 mm). Las lineas continuas son simulaciones del modelo termodinámico estadístico con los
siguientes valores de parámetros ajuste de mínimos cuadrados a los resultados: Kint = (0.43 ± 0.01) 106 M-1  ; ΔFmax fue
(0.97 ± 0.01), (0.96 ± 0.01) y (0.99 ± 0.05) para los oligonucleótidos f-p-S10, f-p-S15 y f-p-S20 respectivamente; ΔF1 para
el f-p-S20 fue (0.8 ± 0.1); el valor de ω quedó pobremente definido por los resultados, obteniéndose en el ajuste un
coeficiente de variación mayor que el 100%.
Determinación  de  estequiometrías  máximas  de  unión  por  ensayos  de  cambio  de  movilidad
electroforética.
Con el objetivo de obtener una determinación independiente de la estequiometría proteína-ARN
realizamos  una  serie  de  experimentos  de  retardo en  geles  de poliacrilamida  en  condiciones  no
desnaturalizantes empleando oligonucleótidos marcados con fluoresceína (Figura 23 y Tabla M1).
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Figura 23. Ensayos de cambio de movilidad electroforética de oligonucleótidos marcados con fluoresceína con
NS3h. Se incubaron los oligonucleótidos de ARN (R) o ADN (D) indicados a una concentración de 0.25 µM con NS3h
a las concentraciones indicadas. Los oligonucleótidos libres migran rápidamente al fondo de los geles, mientras que los
oligonucleótidos unidos a la NS3h son demorados. Se utilizó un escáner láser para visualizar las muestras fluorescentes
en los geles.
No  se  observó  retardo  del  oligonucleótido  f-p-R5 a  ninguna  de  las  concentraciones  de  NS3h
ensayadas (Figura 23A) lo cual es compatible con la baja afinidad observada en los experimentos de
titulación fluorimétrica (Figura 17A). Las titulaciones de los oligonucleótidos f-p-R10 y más largos
con  la  NS3h  dieron  lugar  a  una  o  dos  bandas  retardadas  dependiendo  de  la  longitud  del
oligonucleótido  y  de  la  relación  ARN:NS3h.  Se  observó  una  sola  banda  demorada  para  los
oligonucleótidos  f-p-R10 y  f-p-R12,  de  acuerdo  con  una  estequiometría  1:1,  mientras  que  se
observaron dos  de estas  bandas  para  los  oligonucelótidos   f-p-R15,   f-p-R18 y  f-p-R20.  En estos
últimos casos, el incremento en la intensidad de la banda más demorada (banda II) es concomitante
con la disminución de la intensidad de la banda menos demorada (banda I) (Figuras 23 y 24), lo
cual es compatible con la unión secuencial de dos moléculas de NS3h a estos oligonucleótidos de
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mayor longitud. Debemos notar que la estequiometría para el oligonucleótido f-p-R15 difiere de la
estequiometría 1:1 obtenida de los experimentos de titulación fluorimétrica en equilibrio (Figura 17
D e I). Como será discutido posteriormente, esta discrepancia puede ser el resultados de la unión a
través de un número de nucleótidos menor que el tamaño sitio de unión mínimo (ver Discusión).
Figura  24.  Análisis  densitométrico  de  los  experimentos  de  ensayo  de  cambio  de  movilidad  electroforética
(EMSA). Se grafican las intensidades de fluorescencia de las bandas en los geles B a F de la Figura 23 en función de la
concentración de NS3h. Los valores de intensidad de las bandas “libre” (cuadrados azules), “I” (diamantes rojos) y “II”
(triángulos verdes) fueron normalizados respecto del valor de intensidad observado en ausencia de proteína.
Realizamos  experimentos  adicionales  de  retardo  en  gel  con  un  ARN 10-mero  marcado  en  su
extremo 3’ (R10-f) y con un 20-mero de ADN marcado en 5’ con fluoresceína (f-p-D20) (Figura 23 G
y H).  Se  observa  una  única  banda demorada  para  el  oligonucleótido  R10-f,  como se  esperaba,
mientras que no se observan bandas demoradas para el oligonucelótido de ADNcs, los cual está de
acuerdo con la extremadamente baja afinidad para el ADNcs reportada por Wang et al. (25).
Titulaciones flurorimétricas por competencia de oligonucleótidos de ARN no marcados.
El cambio en la señal de fluorescencia asociado a la unión de la NS3h a oligonucleótidos marcados
con fluoresceína fue explotado para seguir la interacción de la NS3h con ARN no marcado. De
acuerdo  al  procedimiento  descripto  por  Jezewska  et  al. (42) y  en  los  Materiales  y  Métodos,
realizamos una serie de experimentos de titulación por competencia con el objetivo de caracterizar
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la unión de la  NS3h a oligonucleótidos  de ARN no marcados conteniendo la misma secuencia
repetitiva AGUUG como los oligonucleótidos marcados f-p-R empleados anteriormente (ver Tabla
M1).
Se  realizaron  titulaciones  fluorimétricas  de  f-p-R10 50  nM con  NS3h en  buffer  B  a  30  °C  en
presencia diferentes concentraciones de oligonucleótidos no marcados de distinta longitud (9-, 11-,
14- y 17-meros) (Figura 25).  En todos los casos,  a mayor concentración de oligonucleótido no
marcado, más proteína es necesaria para alcanzar  el  mismo valor de ΔFrel,  como se espera que
ocurra si el oligonucleótido no marcado compite con el marcado con fluroesceína por la unión a la
NS3h.
Figura 25. Titulaciones por competencia de oligonucleótidos R de diferente longitud con NS3h.  Mezclas de f-p-R10
50 nM y cada oligonucleótido R a la concentración  indicada  fueron  tituladas  con NS3h. La unión de la  NS3h al
oligonucelótido  f-p-R10 fue  seguida  por  el  aumento  relativo  de  la  fluorescencia  tras  la  excitación  a  495 nm.  Las
titulaciones fueron llevadas a cabo en buffer B a 30 °C. Las lineas coloreadas son simulaciones de el modelo definido
por las  Ecuaciones  11,  13 y 14 con los  valores  de parámetros  dados  en el  Tabla  5 para  la  unión de la  NS3h al
oligonucelótido f-p-R10 y con valores de mejor ajuste de parámetros dados en la Tabla 7 para la unión de la NS3h a los
oligonucleótidos R.  Las lineas  continuas negras  son simulaciones de el  modelo termodinámico estadístico con los
valores de parámetros mostrados en la Tabla 9.
Los experimentos de titulación por competencia mostrados en la Figura 25 fueron analizados de
acuerdo al procedimiento cuantitativo independiente de modelo descripto en Materiales y Métodos
con el fin de obtener la dependencia del aumento relativo de fluorescencia, ΔFrel, respecto de la
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densidad  de  unión  a  los  oligonucleótidos  no  marcados  (Figura  26).  En  estos  experimentos  la
determinación de las estequiometrías máximas no es tan directa y sin ambigüedades como en el
análisis de titulaciones directas como las obtenidas en la Figura 17. Sin embargo, puede reconocerse
que  la  dependencia  hiperbólica  monótona  de  las  curvas  para  los  9-,  11-,  14-  y  17-meros  es
compatible con una estequiometría máxima de 1 molécula de NS3h por ARN (Figura 26 A-D),
mientras que la linea recta pasando por νu = 1 a un valor de ΔFrel muy por debajo del valor de ΔFmax
no lo es (42). Por lo tanto este análisis sugiere que una sola molécula de NS3h se une a los 9-, 11-,
14- y 17-meros, mientras que los experimentos realizados en presencia del 20-mero son compatibles
con una estequiometría máxima de dos moléculas de NS3h por oligonucleótido.
Figura 26. Análisis independiente de modelo de las titulaciones por competencia de los oligonucleótidos R con la
NS3h. La dependencia de el aumento relativo de fluorescencia respecto de la densidad de unión (ν) fue obtenida como
se explica en Materiales y Métodos. Las lineas punteadas indican el valor máximo del aumento relativo de fluorescencia
ΔFmax obtenido para el oligonucleótido f-p-R10.
Tomando en cuenta estas observaciones,  la unión de la NS3h a los 9-, 11-, 14- y 17-meros no
marcados fue descripta empleando una isoterma de unión de un solo sitio:
νnf=
[ARN-NS3h ]
[ARN ]total
=
K1nf [NS3h ]
1+K1nf [NS3h ]
(13)
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mientras que la unión al 20-mero no marcado fue analizada como una unión secuencial  de dos
moléculas de NS3h usando una isoterma de unión de dos sitios:
νnf=
[ARN-NS3h ]+2 [ARN-NS3h2]
[ARN ]total
=
K1nf [NS3h ]+2 K1nf K2nf [NS3h ]
2
1+K 1nf [NS3h ]+K1nf K 2nf [NS3h ]
2 (14)
donde K1nf y K2nf son las constantes macroscópicas de unión que caracterizan la unión de la NS3h a
los oligonucleótidos no marcados (ver Esquema 1).
Los valores de  K1nf y  K2nf fueron obtenidos por análisis de regresión no lineal de los resultados
usando  el  modelo  definido  por  las  isotermas  de  unión  dadas  en  la  Ecuación  13 o  14  y  en  la
Ecuación 11, usando los valores de K1f y ΔFmax dados en la Tabla 5, y por la Ecuación 10 de balance
de masa. Los valores de mejor ajuste de K1nf y K2nf se muestran en la Tabla 7.
R10 R12 R15 R18 R20
K1 (106 M-1) 1.69 ± 0.04 2.64 ± 0.06 7.4 ± 0.2 11.5 ± 0.3 16.7 ± 0.7
K2 (106 M-1) - - - - 0.6 ± 0.1
Tabla 7. Análisis empírico de las titulaciones por competencia de los oligonucleótidos no marcados R con NS3h
usando f-p-R10 como macromolécula de referencia. Los valores y errores estándar de los parámetros de interacción y
espectroscópicos  en las Ecuaciones  13 o 14 fueron  obtenidos por análisis de regresión  no lineal  de las curvas  de
titulación mostradas en la Figura 25 usando los valores de K1 y ΔFmax para f-p-R10 dados en la Tabla 5.
Realizamos  experimentos  adicionales  de  titulación  por  competencia  utilizando  homo-
oligonucleótidos de adenina, (A)12 y (A)18, y de uracilo, (U)12 y (U)20 (Figura 27). Las curvas de
titulación  obtenidas  en  presencia  de  (A)12 y  (A)18 fueron  analizadas  como  se  describió
anteriormente.  Como  se  esperaba,  ambos  oligonucleótidos  unen  una  única  molécula  de  NS3h
aunque con menores constantes intrínsecas de asociación (Figura 27 A y B). En contraste, la adición
del oligómero (U)12 a las concentraciones ensayadas (1.7 µM y 5.1 µM) no provocó corrimiento de
las curvas de titulación (Figura 27 C) mientras que se observó un corrimiento tenue tras la adición
del  oligómero  (U)20 (Figura  27  D).  Estos  resultados  indican  que  la  unión  de  la  NS3h  a
oligonucleótidos de uracilo es extremadamente débil bajo las condiciones de reacción empleadas
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Figura 27. Titulaciones por competencia de oligonucleótidos de adenina y de uracilo con la NS3h. Mezclas de f-p-
R10 50 nM y cada homo-oligonucleótido a la concentración indicada fueron tituladas con NS3h. La unión de la NS3h al
oligonucelótido  f-p-R10 fue  seguida  por  el  aumento  relativo  de  la  fluorescencia  tras  la  excitación  a  495 nm.  Las
titulaciones fueron llevadas a cabo en buffer B a 30 °C. (A-B) Las lineas continuas son simulaciones de el modelo
definido por las Ecuaciones 11 y 13 con valores de mejor ajuste de K1 dados por (0.5 ± 0.1) 106 M-1 para (A)12 y (1.20 ±
0.02) 106 M-1 para (A)18. (C) La linea continua es la simulación del modelo definido por la Ecuación 11. (D) Las lineas
continuas son simulaciones del modelo definido por las Ecuaciones 11 y 13 con un valor de mejor ajuste de  K1 de
(0.183 ± 0.009) 106 M-1; sustituyendo este valor en la Ecuación 15 calculamos el valor límite de Kint para los oligos de
uracilo mostrado en la Tabla 8.
Dependencia de las constantes macroscópicas de asociación con la longitud del oligonucelótido.
Las constantes  de asociación  macroscópicas  K1 y  K2,  tanto  para  los  oligonucelótidos  marcados
como los no marcados, son las que gobiernan la unión secuencial de una y dos moléculas de NS3h a
un oligonucleótido (ver Esquema 1) y contienen constantes intrínsecas y factores estadísticos y,
posiblemente, de cooperatividad ocultas en su valor. Con el fin de extraer información sobre estas
cantidades, comenzamos por analizar la dependencia de la constante macroscópica de asociación K1
respecto  la  longitud  del  oligonucleótido  (Figura  28).  Para  valores  de  longitud  mayores  a  9
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nucleótidos los valores de  K1 variaron linealmente con la longitud del ARN. Ello implica que la
unión de la NS3h a los oligonucleótidos puede ser descripta por la teoría de unión no específica de
grandes ligandos a retículos unidimensionales (77), de acuerdo a la cual la dependencia lineal de K1
con la  longitud del oligonucleótido es el  resultado de la  presencia  de múltiples  sitios  de unión
idénticos a lo largo del ARN, cuyo número se incrementa con la longitud del ácido nucleico.
Figura 28. (A) Dependencia con la longitud de la constante macroscópica de asociación K1 para la unión de la
NS3h a un oligonucleótido desnudo. Los valores de K1 fueron obtenidos del análisis de las curvas de titulación de los
oligonucleótidos  f-p-R  mostradas  en  a  Figura  17  (diamantes)  y  de  las  titulaciones  por  competencia  de  los
oligonucleótidos R mostradas en la Figura 25 (círculos). Las barras de error representan al error estándar de los valores
estimados de K1 provisto por el análisis de regresión no lineal. Las lineas continuas son gráficos de la Ecuación 15 con
los valores de parámetros de mejor ajuste dados por n = (10.0 ± 0.2) nucleótidos y Kint = (5.6 ± 0.2) 106 M-1 para los
oligonucleótidos f-p-R y por  n = (10.2 ± 0.6) nucleótidos y  Kint = (1.3 ± 0.2) 106 M-1 para los oligonucleótidos no
marcados R. (B) Los valores de K1 proceden del análisis de las curvas de titulación mostradas en a Figura 20. Las barras
de error representan al error estándar de los valores estimados de K1 provisto por el análisis de regresión no lineal. La
linea continua es el gráfico de la Ecuación 15 con los valores de parámetros de mejor ajuste dados por n = (10.2 ± 0.6)
nucleótidos y Kint = (5.0 ± 0.5) 106 M-1.
De acuerdo a esta teoría, para longitudes mayores al número mínimo de nucleótidos requeridos para
que la proteína establezca todos los contactos posibles con el ARN (el ‘tamaño mínimo de sitio de
unión’), la constante macroscópica de asociación para la unión de la proteína a un oligonucleótido
desnudo estará dada por,
K1=(L−n+1)K int (15)
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donde  L es la longitud del oligonucleótido,  n es el tamaño mínimo del sitio de unión y  Kint es la
constante  intrínseca  del  equilibrio  de  asociación.  Esta  ecuación  graficada  como  función  de  L
describe una linea recta con pendiente Kint e intersección de abscisa n-1. De acuerdo a este análisis
preliminar, la unión de la NS3h a los oligonucleótidos marcados con fluoresceína conteniendo la
repetición AGUUG (Figura 28) involucra una constante intrínseca de asociación de (5.6 ± 0.2) 106
M-1 y un tamaño mínimo de sitio de unión n de (10.0 ± 0.2) nucleótidos, mientras que los valores de
estos parámetros para la unión a los oligonucleótidos no marcados (Figura 28) son (1.3 ± 0.2) 106
M-1 y  (10.2  ±  0.6)  nucleótidos.  Es  evidente  en  estos  resultados  que  la  presencia  de  la  marca
fluorescente empleada (ver Figura M1) afecta principalmente al valor de la constante intrínseca de
asociación  Kint de la interacción de la NS3h con el ARN (ver  Discusión). El mismo análisis fue
realizado con las constantes macroscópicas de asociación obtenidas para los otros oligonucleótidos
y los valores resultantes de Kint y n se muestran en la Tabla 8.
n (nucleótidos) Kint (106 M-1) ΔrG°app (kJ mol-1) (4)
f-p-R 10.0 ± 0.2 5.6 ± 0.2 - 39.2 ± 0.1
f-p-S 10.7 ± 0.8 0.53 ± 0.08 - 33.2 ± 0.4
f-p-T18 10 (1) 2.2 ± 0.3 - 36.8 ± 0.3
f-p-V12 10 (1) 1.1 ± 0.1 - 35.1 ± 0.2
R 10.2 ± 0.6 1.3 ± 0.2 - 35.5 ± 0.4
(A) 10 (1) 0.14 ± 0.02 (2) - 29.9 ± 0.4
(U) 10 (1) < 0.01 (3)  > - 23
Tabla 8. Constante intrínseca de asociación, Kint, y tamaño mínimo del sitio de unión, n, obtenidos del análisis de
la dependencia de K1 con la longitud del oligonucleótido. Los valores de los parámetros  Kint y n en la Ecuación 15
para los oligonucleótidos f-p-R, f-p-S y R fueron obtenidos por análisis de regresión lineal pesado de la dependencia de
K1 respecto de la longitud del oligonucleótido. (1) Los valores de Kint para f-p-T18, f-p-V12, (A)12 y (A)18 fueron obtenidos
a partir de la Ecuación 15 usando un valor de n de 10 nucleótidos y (2) el valor de Kint para los oligonucleótidos (A) fue
calculado como el promedio de los valores de  Kint para (A)12 y (A)18.  (3) El valor límite para los oligómeros (U) fue
calculado a partir del análisis de las curvas de titulación mostradas en la Figura 27 C y D. (4) El cambio de energía libre
estándar aparente para la reacción de unión de la NS3h y cada ARN fue calculado como ΔrGapp
0 =−RT ln K int , usando
temperatura T = 303.15 K y constante de los gases R = 8.314 . 10-3 kJ mol-1 K-1. Su error estándar, SE, fue estimado por
propagación del error como SEΔ rG app0 =√(∂ΔrGapp0∂K int )2 .SEK int .
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Unión de la NS3h al poli(A).
Con el  propósito  de robustecer  la  base empírica  utilizada en la estimación del tamaño de sitio
ocluido, estudiamos la interacción de la NS3h con poli(A), el cual se ha observado previamente que
modula  la  actividad  ATPasa  de  la  NS3h  (14,  78).  Para  ello,  realizamos  experimentos  de
competencia en los cuales mezclas de la NS3h y el oligonucleótido f-p-R10 fueron tituladas con
poli(A) (Figura 29).
Figura 29. Competencia del poli(A) y el oligonucleótido f-p-R10 por la unión a la NS3h. Mezclas de f-p-R10 51 nM y
NS3h a las concentraciones indicadas fueron tituladas con poli(A). Las lineas continuas son simulaciones del modelo
definido por la Ecuación 11 con los valores de K1 y ΔFmax para f-p-R10 dados en la Tabla 5, y por las Ecuaciones 16-19
con los valores de mejor ajuste de los parámetros dados por KpA = (9.0 ± 0.1) 104 M-1, ωpA =  (14 ± 1) y m = (10.9 ± 0.8)
nucleótidos. Los valores de ΔFrel de las mezclas de f-p-R10 51 nM con poli(A) en ausencia de NS3h (titulación blanco)
se muestran con los símbolos de asterisco.
La adición  de  poli(A)  causó  una  disminución  de  la  intensidad  de  fluorescencia  hacia  el  valor
registrado para el f-p-R10 libre tal como es esperable si estas moléculas compiten por su unión a la
NS3h. En ese caso, la ecuación de balance de masa para la NS3h es,
[NS3h ]total=[NS3h ]+[f-p-R10 ]total .ν f +[ poli(A)]total . ν pA (16)
donde νf y  νpA son las densidades de unión para el nucleótido f-p-R10 y para el poli(A),
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ν f =
[f-p-R10−(NS3h)]
[F-p-R10 ]total
=
K1[NS3h ]
1+K 1[NS3h ]
(17)
ν pA=
[NS3h pA]
[poly(A) ]total
(18)
donde [f-p-R10 –(NS3h)] y [NS3hpA] son las concentraciones de NS3h unida al oligonucleótido f-p-
R10 y al poli(A), respectivamente, y [poli(A)]total es la concentración total de poli(A) en unidades de
mononucleótidos. Los valores de  νf fueron usando la Ecuación 11 con los valores de parámetros
obtenidos anteriormente (Tabla 5). La unión al  poli(A) fue analizada de acuerdo al  formalismo
desarrollado por McGhee y von Hippel para la unión no específica de grandes ligandos a retículos
unidimensionales de longitud infinita  (54). En dicho formalismo, la ecuación generalizada para la
densidad de unión es (79):
νpA=[NS3h ]K pA(1−mν pA) [ 2ω pA(1−mν pA)(2ωpA−1)(1−mν pA)+ν pA+r ]
m−1
[1−(m+1)ν pA+r2(1−mν pA) ]
2
(19a)
donde r está dado por:
r=[(1−ν pA−mνpA)2+4ωpAν pA(1−mνpA)]
1 /2
(19b)
KpA, m y ωpA son respectivamente la constante intrínseca de asociación, el tamaño de sitio ocluido y
el factor de cooperatividad que caracterizan la unión de la NS3h al poli(A).
El ajuste de estas ecuaciones a los resultados experimentales arrojó los valores de parámetros de
mejor ajuste mostrados en la Figura 29. Estos resultados indican que la afinidad intrínseca de la
NS3h por el poli(A) es alrededor de un orden de magnitud menor que por los oligonucleótidos y
muestran la presencia de interacciones cooperativas positivas entre moléculas de NS3h unidas en
sitios adyacentes. Adicionalmente el análisis provee un valor de 11 residuos de nucleótidos para el
del tamaño del sitio ocluido, m, el cual se define como el número medio de nucleótidos contiguos
que se vuelven inaccesibles a otras proteínas tras la unión de una molécula de proteína (54).
77
Modelo termodinámico estadístico para la interacción entre la NS3h y el ARNcs.
A esta altura, hemos mostrado que los oligonucleótidos de ARNcs usados en este trabajo pueden
unir una o dos moléculas de NS3h dependiendo de su longitud y que la unión de la NS3h al ARN
libre puede ser descripta como una interacción no específica con múltiples sitios de unión idénticos
y solapados a lo largo del ARN (Figura 28). Con el fin de ajustar un único conjunto de parámetros
de  interacción  a  las  curvas  de  titulación  presentadas  anteriormente  formulamos  un  modelo
termodinámico estadístico de carácter general.
La función de partición gran canónica para las dos reacciones ilustradas en el Esquema 1 es,
Z RNA=1+K1[NS3h ]+(g−1)K1 K2[NS3h ]
2 (20)
y la densidad de unión está dada por,
ν=
∂ ln Z RNA
∂ ln [NS3h ]
(21)
donde [NS3h] es la concentración de NS3h libre, g es el número máximo de moléculas de proteína
que pueden unirse al ARN, que, en este caso, puede tomar los valores 1 o 2.  K1 y  K2 son, como
antes, las constantes macroscópicas de asociación para la unión de la primera y segunda moléculas
de  NS3h  sobre  el  ARN  y,  como  hemos  visto,  deben  ser  funciones  de  la  longitud  del
oligonucleótido. La definición de la primera constante macroscópica, K1, fue dada anteriormente, y
es simplemente el producto de el número de sitios idénticos por molécula de ARN y la constante
intrínseca de asociación Kint (ver Ecuación 15). La expresión correspondiente a la segunda constante
macroscópica,  K2,  también  se  obtiene  de  modo  directo  a  partir  del  formalismo  combinatorio
desarrollado por Epstein  (77) y se compone de la constante de asociación intrínseca  Kint, factores
combinatorios y, a diferencia de K1, un factor de cooperatividad. Se distinguen dos tipos de sitios de
unión para el ingreso de la segunda molécula de NS3h: (i) sitios aislados, los cuales se separan en al
menos un nucleótido de la NS3h ya unida al ARN y (ii) sitios contiguos, los cuales se ubican en la
adyacencia inmediata de la NS3h unida inicialmente. De este modo K2 puede se expresado como la
suma de dos constantes macroscópicas, una para la unión de la NS3h a un sitio aislado (K2ais) y otra
para la unión a un sitio contiguo (K2con),
K 2=K 2ais+K2con (22)
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Con estas definiciones,  K2ais es el producto de la constante intrínseca  Kint y el número medio de
sitios aislados por complejo ARN–NS3h, mientras que  K2con es el producto de  Kint, un factor de
cooperatividad ω y el número medio de sitios contiguos por complejo ARN–NS3h:
K 2ais=< sitios aislados por complejo ARN-NS3h > K int=
(L−m−n+1)(L−m−n)
2(L−n+1)
K int (23)
K 2con=< sitios contiguos por complejo ARN-NS3h >ωK int=
(L−m−n+1)
(L−n+1)
ωK int (24)
donde  L es la longitud del oligonucleótido,  n es el tamaño mínimo del sitio de unión,  Kint es la
constante intrínseca de asociación y m es el tamaño de sitio ocluido. La diferencia entre m y n da el
número de residuos de nucleótidos  que son cubiertos  -y ocluidos-  por  la  proteína  pero que no
pertenecen al tramo ocupado por el sitio mínimo de unión.
Reemplazando las Ecuaciones 23 y 24 en la Ecuación 22 obtenemos,
K2=(L−m−n+1)[ (L−m−n)2 +ω(L−n+1) ]K int (25a)
Para el caso en el que los tamaños de sitio mínimo y ocluido coinciden,  n = m, esta expresión se
reduce a,
K2=(L−2n+1)[ (L−2n)2 +ω(L−n+1) ]K int (25b)
El modelo definido por las Ecuaciones 15 y 20-25 junto con las Ecuaciones 11 y 12 fue utilizado
para analizar las curvas de titulación de los oligómeros de la repitición AGUUG marcados en 5’ con
fluoresceína (f-p-R) exceptuando las curvas del oligonucleótido f-p-R5 (Figura 17) y, junto con las
Ecuaciones 11, 13 y 14, para analizar las curvas de titulación por competencia obtenidas con los
oligonucleótidos  no marcados con la  repetición  AGUUG (R) (Figura  25).  El  valor  del  tamaño
mínimo del sitio de unión n para ambas familias de oligonucleótidos fue fijado en 10 nucleótidos
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sobre la base de los resultados mostrados en la Tabla 8.  Dado que el valor estimado de n es, dentro
del error experimental, igual al valor de m estimado a partir de los experimentos con poli(A) ((10.9
± 0.8) nucleótidos; Figura 29) se empleó la Ecuación 25b. Además, para que la implementación del
modelo sea físicamente razonable, las curvas de titulación con el oligómero f-p-R18 debieron ser
analizadas de modo particular. Para este oligonucleótido observamos una estequiometría máxima de
dos moléculas de NS3h por ARN. Y bajo la suposición de que la marca de fluoresceína agrega un
nucleótido adicional a la longitud L, su longitud (18 nucleótidos) no es lo suficientemente grande
para permitir la unión de dos moléculas de NS3h ocupando 10 nucleótidos cada una; por lo tanto al
menos una de las dos moléculas de NS3h que forman parte del complejo 2:1 debe establecer su
unión a través de 8 nucleótidos. Aunque es absolutamente plausible físicamente que tal interacción
tenga lugar, el modelo, tal como fue formulado, no puede dar cuenta de esta posibilidad. De hecho,
puede verificarse en la Ecuación 25b que el valor de K2 se anula si L = 19 y n = 10 nucleótidos. Para
resolver  este  problema,  el  valor  de  K2 para  la  unión  de  la  segunda  molécula  de  NS3h  al
oligonucleótido f-p-R18 fue modelada según,
K2=
ω . K int . x
(L−n+1)
=
ω . K int . x
10
(26)
donden x es un factor < 1 que da cuenta de una menor afinidad que la dada por el prodcuto Kint. ω.
El ajuste por regresión no lineal de mínimos cuadrados dio los valores de parámetros de mejor
ajuste mostrados en la Tabla 9 y 10. Puede observarse que este conjunto de parámetros proveen una
buena descripción de los resultados experimentales obtenidos con los oligonucleótidos marcados y
sin marcar (lineas continuas en las Figuras 17 y 25).
f-p-R R f-p-S poli(A)
Kint (106 M-1) 5.37 ± 0.07 1.30 ± 0.02 0.44 ± 0.02 0.090 ± 0.001
ω 9 ± 1 8 ± 1 n.d.(1) 14 ± 1
Tabla 9. Parámetros energéticos del modelo termodinámico estadístico para la unión de la NS3h al ARNcs. Los
valores y errores estándar de los parámetros en las Ecuaciones 15 y 22 fueron obtenidos por análisis de regresión no
lineal simultáneo de las curvas de titulación de cada serie de ARNcs (Figuras 17, 25 y 22). Como comparación, se
incluyen los valores de parámetros energéticos para la unión al poli(A) obtenidos de los experimentos mostrados en la
Figura 29. Las valores de los parámetros espectroscópicos de los oligonucleótidos f-p-R y f-p-S se muestran en la Tabla
10 y en la Figura 22, respectivamente. El valor del parámetro x de la Ecuación 26 que proveyó el mejor ajuste es 0.35 ±
0.09. (1) El valor de ω para los oligonucleótidos f-p-S quedó pobremente definido por los resultados, obteniéndose del
ajuste un coeficiente de variación superior al 100%.
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f-p-R10 f-p-R12 f-p-R15 f-p-R18 f-p-R20
ΔF1 - - - 1.19 ± 0.02 1.07 ± 0.02
ΔFmax 1.453 ± 0.005 1.373 ± 0.003 1.253 ± 0.004 1.28 ± 0.01 1.287 ± 0.006
Tabla 10. Parámetros espectroscópicos del modelo termodinámico estadístico para los oligonucleótidos f-p-R.
Los valores y errores estándar de los parámetros de las Ecuaciones 11 y 12 fueron obtenidos por el análisis simultáneo
de regresión no lineal de las curvas de titulación mostradas en la Figura 17 B-F.
El  mismo análisis  fue  aplicado  a  las  curvas  de  titulación  de  los  oligómeros  con  la  repetición
GUUCU marcados con fluoresceína en 5’ (f-p-S en la Tabla M1; Figura 22) y los valores de mejor
ajuste de los parámetros se muestran también en la Tabla 9.
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Discusión II.
Estado oligomérico de la NS3h del virus del dengue.
Es generalmente aceptado que las helicasas de la superfamilia 2 (SF2) -a la que pertenecen las
proteínas NS3 de Flaviviridae- son enzimas activas bajo la forma de monómeros o dímeros (7, 8,
18).  Por  caso,  se  ha propuesto  que  la  helicasa  NS3 de HCV -la  proteína  NS3 más  estudiada-
funciona  como un  monómero  (80,  81) y  como un  dímero  (82),  con  propiedades  oligoméricas
diferentes atribuidas a la forma completa de la proteína y a su dominio helicasa aislado (83). Feito
et al. (84) estudiaron la estructura cuaternaria de la helicasa NS3 del virus del Nilo occidental y
hallaron  que  ésta  es  monomérica;  sin  embargo  la  preparación  de  enzima  empleada  carecía  de
actividad helicasa. Mastrangello  et al. (85)  estudiaron el estado oligomérico de la NS3 del virus
Kunjin  y  encontraron  que,  en  ausencia  de  ácidos  nucleicos,  tanto  la  forma  completa  como  el
dominio helicasa aislado son moléculas monoméricas.
Se  sostuvo  que  la  NS3  del  virus  del  dengue  es  un  monómero  sobre  la  base  de  estudios
cristalográficos  (26) y, más recientemente, de experimentos de dispersión de rayos X en ángulo
estrecho (20). En el presente trabajo, estudiamos específicamente el estado oligomérico de la NS3h
del virus del dengue a través de la determinación de su radio hidrodinámico y peso molecular en
solución.
Los experimentos  de  PFG-NMR mostraron que el  radio  hidrodinámico  (Rh)  de  la  NS3h no se
modifica al modificar la concentración de proteína,  tanto en ausencia como en presencia de un
oligonucleótido de ARN de 10 bases conteniendo la repetición AGUUG (R10 en la Tabla M1) y del
análogo no hidrolizable del ATP AMP-PNP. Los valores medios de Rh fueron 3.0 (± 0.1) nm para la
NS3h sola, 3.1 (± 0.1) nm en presencia de R10, 2.8 (± 0.3) nm en presencia de AMP-PNP y 2.9 (±
0.2) nm en presencia de R10 y AMP-PNP (Figura 13). Estos valores pueden ser comparados con los
valores esperados para una proteína globular bien plegada tomando en cuenta únicamente el número
de restos de aminoácidos (Ecuación 3 en Marsh et al. 2010 (86)): 2.84 nm para un monómero (469
residuos) y 3.46 para un dímero. Además, los valores de Rh calculados a partir de las coordenadas
cristalográficas de monómeros de NS3h del VD (21, 87) proveen estimaciones de 3.13 nm y 3.15
nm para la apo-NS3h (PDB ID 2JLQ) y para la NS3h formando un complejo con ARNcs (PDB ID
2JLU), respectivamente.  Podemos destacar  que se asignaron valores mayores de  Rh a través de
medidas de dispersión luminosa dinámica a las formas monoméricas de las proteínas NS3h de virus
Kunjin (3.4 nm (85)) y de HCV (3.9 nm (83)), las cuales comparten homología con la NS3h del
virus del dengue y poseen aproximadamente el mismo números de aminoácidos.
En cualquier caso, el estado oligomérico de la NS3h asociado con el valor de Rh observado (Figura
13) fue resuelto por la determinación de su peso molecular a través de experimentos de SEC-SLS.
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Observamos  que  la  NS3h  eluye  como  una  proteína  monodispersa  con  un  peso  molecular
aproximadamente igual el esperado para una NS3h monomérica (53 kDa) tanto en ausencia como
en presencia de un oligonucleótido de ARNcs de 10 bases (Figura 14).
Interacción de la NS3h del virus del dengue con ARNcs.
Las titulaciones fluorimétricas de oligonucleótidos marcados con fluorescencia y las titulaciones
por competencia de oligonucleótidos sin marcar nos permitieron obtener información cuantitativa
acerca de la estequiometría (los tamaños de sitio minimo y ocluido) y de la energética (afinidad
intrínseca y cooperatividad) de la interacción de la NS3h del virus del dengue y el ARNcs.
El  primer punto que destacamos sobre las  curvas de titulación  es que todas  ellas  pudieron ser
descriptas por isotermas sencillas derivadas para un ligando monomérico (NS3h) (Figuras 17, 20,
21, 22, 25 y 27 y Ecuaciones 11-14 y 19) lo cual constituye un sustento adicional a los hallazgos
descriptos previamente.
El análisis independiente de modelo de las curvas de titulación obtenidas con los oligonucleótidos
marcados con fluoresceína indicó que el número máximo de moléculas de NS3h que pueden unirse
a cada oligonucleótido fue 1 para los oligos f-p-R5, f-p-R10, f-p-R12 y f-p-R15, y 2 para los oligos f-p-
R18 y f-p-R20 (Figura 17). Las mismas estequiometrías fueron detectadas en los experimentos de
cambio  de  movilidad  electroforética  excepto  para  el  caso  del  oligo  f-p-R15,  el  cual  en  estos
experimentos fue capaz de unir 2 moléculas de NS3h (Figura 23). Para analizar esta discrepancia
debemos  notar  que  las  condiciones  de  medida  aplicadas  en  estas  dos  técnicas  experimentales
difieren marcadamente. Podemos mencionar los siguientes puntos relevantes: la temperatura fue ~ 4
°C  durante  las  corridas  electroforéticas,  mientras  que  fue  de  30  °C  durante  las  titulaciones
fluorimétricas;  la  composición  del  buffer  de  corrida  difiere  en  gran  medida  de  la  del  medio
empleado  durante  las  titulaciones  fluorimétricas  tanto  en  concentración  de  sales  monovalentes
como divalentes (ver Materiales y Métodos); aparte de la condición de no equilibrio inherentemente
asociada a la migración impulsada por un campo eléctrico, se han observado que las reacciones de
unión pueden ser influenciadas por la presencia de la matriz del gel (88).
En cualquier caso, la unión de dos moléculas de NS3h al oligonucleótido f-p-R15 requiere que al
menos una de las moléculas de NS3h se una a travésde un número de residuos nucleotídicos menor
que el valor estimado para el tamaño de sitio de unión mínimo (~ 10 nt; Figura 28 y Tabla 8) y, tal
como se observó en las titulaciones del 5-mero f-p-R5 (Figura 17 A), esta interacción tendría lugar
con una afinidad menor que la dictada por la constante intrínseca de asociación Kint (ver Ecuación
15). Probamos ajustar un modelo de estequiometría 2:1 (descripto por la Ecuación 12) a las curvas
de titulación del  oligo f-p-R15 y encontramos que el  ajuste  no mejoró y que los valores de los
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parámetros  que  caracterizan  la  unión  de  la  segunda  molécula  de  NS3h  (K2 y  ΔF2)  quedaron
pobremente  definidos  (no  mostrado).  Lo  que  es  más  importante,  el  valor  estimado  de  K1 fue
aproximadamente igual al obtenido a partir del modelo con estequiometría 1:1 (Ecuación 11) -(37 ±
1)  106 M-1 y  (36  ± 2)  106 M-1 respectivamente-  y  por  lo  tanto  dicha  posibilidad  no altera  los
resultados del análisis de la dependencia de K1 con la longitud del oligonucleótido.
La unión de la NS3h al ARNcs puede ser descripta por la teoría de unión de grandes ligandos a
retículos unidimencionales.
Una primera conclusión que puede extraerse del análisis de la dependencia de K1 con la longitud del
oligonucleótido  (Figura  28)  es  que,  desde  un  punto  de  vista  fenomenológico,  la  unión de  una
molécula de NS3h al ARNcs puede ser descripta como una interacción no específica con múltiples
sitios de unión idénticos y solapados a lo largo del ARN. En otras palabras, como mencionamos en
Resultados y  fue  explicado  en  otros  trabajos  (77),  la  dependencia  lineal  de  K1 respecto  de  la
longitud de oligonucleótido implica que el conjunto completo de valores de K1 puede ser descripto
por único valor de constante intrínseca de asociación (Kint) y de tamaño de sitio de unión mínimo (n)
(ver Ecuación 15) y, a su vez, indica que no se evidencian ‘efectos de borde’ y que opera un único
modo de unión en el que la NS3h establece su asociación al ARNcs (77, 89).
Adicionalmente,  el  análisis  de la dependencia de  K1 respecto de la  longitud de oligonucleótido
(Figura 28) provee una caracterización cuantitativa del efecto que ejerce la marca fluorescente sobre
la interacción de la NS3h con el ARNcs. En particular, la introdicción de la marca de fluoresceína
en el extremos 5’ produjo un incremento de ~ 4 veces en el valor de la constante intrínseca de
asociación  Kint evaluado  como la  pendiente  del  gráfico  de  K1 como función  de  la  longitud  de
oligonucleótido ((5.6 ± 0.2) 106 M-1 y (1.3± 0.2) 106 M-1 para los oligonucleótidos marcados y sin
marcar, respectivamente). Esta observación puede ser discutida en el marco de la teoría de la unión
no específica de grandes ligandos a retículos unidimencionales aplicada a la interacción de una
proteína con un ácido nucleico para el caso de un único modo de unión. Destacamos dos conceptos
fundamentales de esta teoría: (i) el valor observado de la constante ‘macroscópica’ de asociación
para cada oligonucleótido es igual a la suma de constantes ‘microscópicas’ sobre todos los sitios de
unión posibles  sobre el  ácido nucleico,  y  (ii)  la  adición  de nucleótidos  a  la  longitud del  ácido
nucleico involucra un incremento en el número de estos posibles sitios de unión. Por lo tanto, un
incremento  en el  valor  observado de la  constante  macroscópica  de asociación  K1 lineal  con la
longitud  de  oligonucleótido  implica  que  los  sitios  de  unión agregados  por  la  incorporación  de
nucleótidos al ácido nucleico presentan el mismo valor de constante microscópica de asociación.
Tomando en cuanta estas premisas, puede esperarse que la introducción de la marca de fluoresceína
en el  extremo de un oligonucleótido  no altere  la  pendiente  del  gráfico  de  K1 en función de la
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longitud de oligonucleótido. Esto es, se esperaría que el gráfico sea paralelo al gráfico obtenido en
ausencia de marca fluorescente y que solo se vea afectado el valor de la intersección con la abscisa.
Naturalmente,  ese  sería  el  caso  si  la  marca  solo  afectase  a  las  constantes  microscópicas  de
asociación de los sitios en los que forma parte el extremos 5’ y no de aquellos sitios incorporados a
medida que se incrementa la longitud del oligonucleótido. Por el contrario, el cambio en el valor de
constante intrínseca Kint indica que la acción ejercida por la marca 5’ con fluoresceína se extiende
más  allá  de  los  sitios  de  unión  en  los  que  participaría  el  extremo  5’.  Además,  la  linealidad
observada en los valores de K1 indica que la marca ejerce un efecto de igual magnitud sobre todos
los sitios de unión agregados en el rango ensayado de longitudes de oligonucleótidos (de 10 a 20
nucleótidos).
Desde el punto de vista energético, el efecto de la marca de fluoresceína en 5’ sobre la interacción
de la NS3h con ARNcs involucra un cambio en la energía libre estándar aparente de la reacción de
unión de unos – 3 kJ mol-1 (calculado como ΔΔrG°sin marca → marcado = ΔrG°marcado -  ΔrG°sin marca; ver la
Tabla 8), un valor que se aproxima a la contribución media de cada nucleótido dentro del sitio de
unión al ARNcs en la NS3h calculada como ΔrG°sin marca/n.
Otro punto importante de este análisis refiere a la estimación del tamaño de sitio de unión mínimo n
que  caracteriza  la  interacción  de  la  NS3h  con  el  ARNcs.  Los  resultados  obtenidos  de  de  las
titulaciones  de  los  oligonucleótidos  marcados  con  fluoresceína  y  a  través  de  titulaciones  por
competencia de los oligonucleótidos no marcados son ambos consistentes con un tamaño de sitio de
unión mínimo de unos 10 nucleótidos (Tabla 8), lo cual indica que, a diferencia de la constante
intrínseca de asociación, el valor estimado de n no fue alterado por la introducción de la marca de
fluoresceína en el extremo 5’.
El acuerdo entre estas dos estimaciones de n es en cierta medida llamativo dado que hay al menos
dos  maneras  en  las  que  la  introducción  de  la  marca  de  fluoresceína  podría  haber  afectado  su
estimación. En primer lugar, su valor será afectado por la contribución de la marca de fluoresceína a
la longitud efectiva L del oligonucléotido (no así el valor de Kint; ver Ecuación 15). En este sentido,
debemos recordar que los valores de longitud de oligonucleótido empleados en el análisis fueron
asignados suponiendo que el agregado de la marca de fluoresceína a través del enlace fosfodiéster
es equivalente a la adición de un nucleótido adicional (ver  Materiales y Métodos).  En segundo
lugar, además de su contribución a la longitud efectiva, la introducción de la marca fluorescente en
el extremo del oligonucleótido afectará el valor estimado de n si su acción sobre los sitios de unión
localizados en el extremo marcado es de diferente magnitud que sobre los sitios incorporados a
medida que se incrementa la longitud del oligonucleótido. Esto puede ser deducido de la definición
de la constante macroscópica K1.
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A través de experimentos de competencia se encontró que la unión de la NS3h al poli(A) puede ser
descripto  adecuadamente  por  el  formalismo  desarrollado  por  McGhee  y  von  Hippel  para  la
interacción no específica de grandes lingandos con retículos unidimensionales de longitud infinita
(Figura 29 y Ecuación 19)  (54). El análisis  de estos experimentos indicó que la unión de cada
molécula de NS3h se acompaña de la oclusión de alrededor de 11 residuos de nucleótidos. Esta
estimación del tamaño del sitio ocluido (m) resulta ser aproximadamente igual al valor estimado
para el tamaño del sitio de unión mínimo (n).
El modelo termodinámico estadístico descripto en Resultados (Esquema 1 y Ecuaciones 15 y 25),
formulado de acuerdo al procedimiento combinatorio desarrollado por Epstein (77, 90) nos permitió
obtener estimaciones de los parámetros estequiométricos y energéticos que caracterizan la unión de
la NS3h al ARNcs mediante al ajuste simultáneo a las curvas de titulación mostradas en la Figura
17 (B-F) y en la Figura 25 (ver Tabla 9).
Los sitios de unión mínimo y ocluido de la NS3h comprenden entre 10 y 11 nucleótidos.
A  partir  del  análisis  de  los  resultados  obtenidos  del  estudio  de  la  unión  de  la  NS3h  a
oligonucleótidos y al poli(A) se observó que los tamaños de sitio de unión mínimo y ocluido no
difieren significativamente entre sí (Tabla 8 y Figura 29), ambos tomando un valor de alrededor de
10 nucleótidos. Este valor debe ser comparado con el valor de tamaño del sitio de unión estimado a
partir de estudios cristalográficos de la NS3h del virus del dengue unida a ARNcs (21), donde se
resolvió un segmento de 7 residuos nucleotídicos dentro de la hendidura de unión al ARN. Más
recientemente, a partir del análisis del efecto del poli(A) y el poli(C) sobre la actividad ATPasa en
estado  estacionario  de  la  NS3h  (PARTE  I de  este  trabajo  (78)),  obtuvimos  un  valor  de  11
nucleótidos  para  el  tamaño  de  sitio  ocluido,  el  cual  coincide  muy  bien  con  los  resultados
presentados en el presente trabajo.
Notablemente,  se  obtuvieron valores  similares  para otras  helicasas  SF2 y SF1  (80,  91-93).  Un
ejemplo relacionado es el de la NS3h del HCV para la cual Levin et al. (80) reportaron tamaños de
sitio  mínimo  y  ocluido  de  8  y  11  nucleótidos,  respectivamente,  basados  en  titulaciones
fluorimétricas de ADNcs. Para la proteína RecQ, otra helicasa SF2, Shuo-Xing Dou  et al. (93)
reportaron  un  valor  de  10  nucleótidos  para  el  tamaño  de  sitio  de  unión  mínimo  basados  en
titulaciones  fluorimétricas  de ADNcs marcado en 5’  con fluroesceína.  Estas  semejanzas  en los
tamaños de sitios de unión son posiblemente producto de la similitud estructural que presentan estos
tipos de helicasas monoméricas (7, 18).
Es importante recalcar aquí que los experimentos presentados en este trabajo -así como en los dos
ejemplos referidos anteriormente- fueron llevados a cabo en medios de reacción conteniendo una
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concentración fija de Mg+2, el cual se sabe que en algunos casos concretos induce cambios en el
tamaño del sitio de unión de proteínas que unen ácidos nucleicos  (33, 94). Actualmente estamos
llevando a cabo experimentos con el fin de dilucidar esta cuestión.
La NS3h se une a oligonucleótidos de ARNcs y al poli(A) con afinidades intrínsecas diferentes
pero con valores similares de coeficiente de cooperatividad.
El análisis de los experimentos de unión con ARNcs marcado y sin marcar indicó que la afinidad de
la NS3h por los oligonucleótidos con la repetición AGUUG fue mayor que por las otras secuencias
ensayadas.  En  el  caso  de  los  oligonucleótidos  AGUUG  no  marcados  la  afinidad  fue
aproximadamente 10 veces superior que por los oligonucleótidos de adenina así como por el poli(A)
y al menos 100 veces mayor que por los oligonucleótidos de uracilo (Tabla 9). Estos resultados
sugieren  que  la  NS3h  presenta  una  preferencia  por  la  secuencia  alternante  presente  en  los
oligonucleótidos  AGUUG.  Sin  embargo  no  podemos  descartar  la  posibilidad  de  que  tales
diferencias se deban a cierto grado de plegamiento de los homopolímeros de adenina y uracilo (95,
96).
Una observación interesante es que, siendo que se observó que tanto el poli(A) como el poli(C)
modulan la actividad ATPasa de la NS3h (a 25 °C, KCl 20 mM y pH 6.5 (32)), el poli(C) no pudo
desplazar  al  oligonucleótido  f-p-R10 en  las  condiciones  de  reacción  empleadas  en  este  trabajo
(resultados no mostrados). Sin embargo, verificamos que el poli(C), así como el poli(A), sí desplazo
al oligonucleótido f-p-R10 cuando la concentración de KCl se disminuyó de 100 mM a 20 mM
-como en el medio de reacción donde se midió la actividad ATPasa previamente- (resultados no
mostrado). Aunque se requieren más experimentos para  dilucidar el origen de este cambio aparente
en la especificidad de la NS3h por el poli(A) y poli(C), puede mencionarse que tal cambio podría
deberse a  la  presencia  de conformaciones  compactadas  de poli(C)  -inaccesibles  a la  NS3h- las
cuales son termodinámicamente favorecidas por mayores concentraciones de sales (97).
De acuerdo a los modelos empleados en el análisis de los experimentos de titulación  (54, 77), el
valor estimado del coeficiente de cooperatividad ω indica que la NS3h se une a sitios contiguos a
otras moléculas de NS3h aproximadamente 10 veces más fuertemente que a sitios aislados sobre la
molécula de ARN (Tabla 9). En contraste con las diferencias observadas en la constante intrínseca
de  asociación,  los  valores  estimados  de  ω  fueron  aproximadamente  iguales  para  los
oligonucleótidos y para el poli(A) (Tabla 9). Resulta convincente considerar que esta similitud en
los valores de ω resultan del hecho de que están involucradas las mismas interacciones proteína-
proteína. Sin embargo, debe tenerse en mente que las interacciones cooperativa en la unión de un
ligando a un ácido nucleico pueden ser el resultado de interacciones ligando-ligando y/o de cambios
conformacionales o electrostáticos de corto alcance sobre el ácido nucleico inducidos por la unión
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del ligando (66). En cuanto a las posibles implicancias de la unión cooperativa al ARN de la NS3h
del VD, es relevante mencionar que se ha reportado previamente para helicasas SF1 y SF2 que la
unión de múltiples moléculas de helicasa sobre la cadena de carga de un ácido nucleico de doble
cadena se ve acompañada de un aumento de la actividad helicasa, y se propusieron modelos de
‘cooperatividad funcional’ para explicar tales observaciones (8).
La comparación de los valores de los parámetros energéticos Kint y ω con los obtenidos para otras
helicasas tendrá mayor sentido luego de caracterizar los efectos de temperatura, pH y concentración
de sales. Se requiere aun de tales estudios para acceder al conocimiento de las fuerzas involucradas
en la interacción de la NS3h con el ARNcs.
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